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Uber den gesamten Nichtproteinschwefel im Vollblute, 
Plasma und Serum 
und tiber den Glutathionschwefelgehalt des Blutes. 


Von 


I. St. Lorant, N. Hajdu und W. Weil. 


(Aus der ersten medizinischen Klinik der deutschen Universitat Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9, Juni 1931.) 


Auf Grund eimes neuen Verfahrens zur Bestimmung des 
Gesamtschwefels in Organflissigkeiten haben wir bei zehn stoff- 
wechselgesunden Personen der Klinik die Gesamtschwefelmenge 


im Vollblute — d.1. im enteiweibten Filtrat des hiémolysierten 
Blutes — bestimmt.') Wir fanden, dai in dem — nach eimer 
12stiindigen Karenz entnommenen — YVollblute  praktisch 


konstant 6,8 mg-°/, Nichtprotemschwefel enthalten sind.*) 

Diese Konstanz ist um so auffallender, weil andere Autoren 
im Serum und Plasma veriénderliche Gesamtschwefelwerte 
vefunden haben, so z. B. Denis und Mitarbeiter 3,5—4,5 mg-°/5*), 
Wakefield 2,3—4,5 mg-°/,3) und Lesure und Dunez 4,5 bis 
12,0 mg-°/9.4) 

Wenn unser, fiir das Vollblut gefundener, konstanter Wert 
richtig ist, so miuBte man sich vorstellen, dab entweder der Nicht- 
proteinschwefel der Blutk6rperchen diese Konstanz bewirkt oder, 
da} die Fehlerbreiten ber den anderen Bestimmungsmethoden zu 
croB sind, um konstante Werte im Plasma und Serum erhalten 
zu koénnen. 

Ist der Vergleich der VPlasma- mit den Vollblutschwefel- 
werten schon aus diesem Grunde von Interesse, so kommt den 
beiden Werten noch insofern eine besondere Bedeutung zu, weil 
aus ihrer Differenz der Glutathiongehalt des Blutes berechnet 
werden kann.**) 





*) Vorausgesetzt normale Erythrocytenzahlen und Himoglobinbefunde. 

**) Hunter und Eagles!!) haben auf Grund der Folinschen Cystin- 
hestimmung eine Methode ausgearbeitet, nach welcher auch das Glutathion 
bestimmt werden kann; eine eingehende kritische Nachpriifung der Methode 
‘teht jedoch noch aus. 


‘) 
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I. St. Lorant, N. Hajdu und W. Weil, 


Die Bestimmung des Glutathions geschah bisher zumeist 
nach der Tunnicliffeschen Methode: in Blutfiltraten, die durch 
Trichloressigsiure enteiweiit wurden, oxydiert das Jod haupt- 
siichlich nur das Glutathion.*®) Aus der verwendeten Jodmenge 
kann man demnach das vorhandene Glutathion berechnen. 

Obwohl die Tunnicliffesche Methode von Sullivan’), 
Perlzweig und Delrue’), Bierich und Kalle’), Waelsch und 
Weinberger’) u. a. weiter ausgebaut wurde, so schwanken — 
je nach den Untersuchern — die von gesunden Menschen erhaltenen 
Blutglutathionwerte immerhin zwischen rund 20 mg-°), (Kita- 
mura?®)| und 50 mg-°/, [Hunter und Kagles!™)|. — Fur diese 
Schwankungen gibt es mehrere Griinde. So wird Jod auch durch 
andere Substanzen als durch Glutathion in Anspruch genommen, 
wie zB. durch alle Sulfhydrylgruppen enthaltenden Stoffe. Der 
Kehler, der durch diese Substanzen entsteht, kann jedoch nicht grof 
sein, denn einerseits ist ihre Menge schon an und fiir sich gering 
und andererseits diirite sie wahrscheinlich konstant sein. —— Grobe 
Mehler koénnen aber dadurch entstehen, da’ em betrichtlicher 
Teil des Glutathions schon vor der Jodoxydation als oxydiertes 
Glutathion vorhanden ist. Und dieser Anteil kann dureh die 
Tunnicliffesche Methode nicht erfaBbt werden. — Okuda!) 
macht weiter darauf aufmerksam, dai das Jod die Sulfhydryl- 
gruppe auf 2 Arten oxydieren kann. 


a) 2RSH + 2J = RS—SR + 2HJ. 
b) RSH +6J =8H,0 — RSO,H + 6HJ. 


Wie man daraus ersehen kann, verbraucht ein Molekil Glu- 
tathion einmal ei und das andere Mal 6 Jodatome. Nachdem 
aber das Gleichgewicht zwischen diesen beiden Reaktionen von 
bisher noch unerforschten Faktoren abhiingt, so ergibt sich daraus 
eine bedeutende Fehlerquelle fiir die Tunnicliffesche Methode. 

Bei der Berechnung des Glutathiongehaltes aus der Differenz 
der Vollblut- und Plasmaschwefelwerte werden alle Sulfhydry!- 
gruppen enthaltende Substanzen als Glutathion geradeso mit- 
bestimmt, wie bei der Tunnicliffeschen Methode. Dagegen 1st 
die Berechnung des Glutathiongehaltes aus den Schwefelwerten 
der Tunnicliffeschen Methode insofern iberlegen, als bei der 
Bestimmung aus den Schwefelwerten sowohl der oxydierte al- 
auch der nichtoxydierte Anteil des Glutathions mitbestimmt wird. 
Auch die Bedenken Okudas werden durch die Schwefelbestimmuny 
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hinfilhg. Damit entfallen die bedeutendsten Fehlerquellen der 
Tunnicliffeschen Methode und hierin liegt die Bedeutung der 


Glutathionbestimmung aus Blut und Plasmaschwefelbestim- 
mungen. Wir haben deshalb mit erhéhtem Interesse Bestimmungen 
des Gesamtschwefels im enteiweibten Plasma und Serum nach 
unserem Verfahren vorgenommen. 


 s 


Die Methodik der Schwefelbestimmungen im Plasma und 
Serum ist dieselbe wie im Vollblut. Zur Bereitung des Plasmas 
wurde Natriumoxalat verwendet; der sorgfailtig gereinigte, mit 
einigen Milligramm Natriumoxalat beschickte MeBzylinder, in 
welchem das Blut aufgefangen wurde, ist wiihrend der blut- 











entnahme vorsichtig geschiittelt worden. Sowohl vom Plasma 
o & 
als auch vom Serum gelangten 5 cem Filtrat — entsprechend 
1 cem Plasma bzw. Serum — zur Bestimmung. 
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124 I. St. Lorant, N. Hajdu und W. Weil, 


Dieser Wert ist medriger als alle Serum- oder Plasmaschwefel- 
werte, die wir in der Literatur fanden. Nichtsdestoweniger glauben 
wir, dafi unser Wert gut und verlaBlich ist. Hierftir sprechen 
foleende Momente: 

1. die Isoherung des Schwefels und die éiuBerst spezifische 
Carosche Reaktion schheBen eine Mitbestimmung anderer Stoffe 
als Schwefel praktisch vollkommen aus. 

2. Versuche an Sulfaten, Glutathion und Rhodan zeigten, 
dafi nach unserem Verfahren Verluste an Schwefel nicht  vor- 
kommen. !%) 

3. eine Verunremigung durch Reagenzien, die ansonst_ er- 
hohte Werte zur Folge hatte, wurde durch Blindwert bestimmungen 
in Rechnung gezogen. 

Wie aus der Tabelle weiter zu ersehen ist, enthalten 
Plasma und Serum gleiche Mengen Gesamtschwefel. 


LI. 


Um aus dem Gesamtschwefelgchalt des Vollblutes und des 
Plasmas den Glutathionschwefel zu berechnen, mu zuvor 
zwischen nachfolgenden 3 Moéglichkeiten entschieden werden: 

1. Die Formelemente enthalten nur Glutathion- 
schwefel, das Plasma nur anderen Schwefel. Hierfiir gilt 
foleende Formel: 

G, == V = Sh ; 

wobei G, = Glutathionschwefel in mg-°/,, V = Gesamtschwefel im 
Vollblut in mg-®°/,, S = Gesamtschwefel, h = prozentueller Antcil 
des Plasmas im Blute. Dieser Wert betrigt bei Ménnern iu 
Mittel etwa 55°/,, ber Frauen etwa 60°/5. In Eimzelfallen kann man 
ihn leicht durch eine der Methoden, mittels welcher man das 
Volumen der Formelemente des Blutes bestimmt (Hamatokrit), 
ermitteln. 

Laut obiger Gleichung miiBte der Glutathiongehalt des 
Blutes ber Mannern 

G, = 6,8 — 2,5 + 0,55 = 5,42, 


ber Frauen 





CG, = 6,8 — 2,5 - 0,60 = 5,80 
betragen. | 
2, Die Formelemente enthalten auber dem _  ge- 
samten Glutathionsechwefel auch alle die’ ibrigen 
Schwefelkérper und zwar in gleicher Konzentration 
wie das Plasma. Hierfiir gilt folgende Gleichung: 
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(ry — |’ - P — 4.30 me-P/) Y 


wobetG,, V und P die gleiche Bedeutung haben wie bei Annahime 1. 

3. Die Formelemente enthalten auber dem gesamten 
Glutathionschwefel auch einen Teil der ibrigen Schwefel- 
korper, diese aber eventuell in einer verschiedenen Kon- 
zentration als die des Plasmas. Fur diesen Fall liegen die 
Werte fir den Glutathionschwefel zwischen den sub 1. und 2. 
herechneten Werten, also bei Ménnern zwischen 


5,42 und 4,30 mg-°’, , 
her Frauen zwischen 

KR ¢ € Q/ 

5,30 und 4,30 mg-°/,. 


Wie man sieht, varueren die Glutathionschwefelwerte ber den 
dret mOglichen Fallen nur rund um 1 mg-?/,. Welchen Fall immer 
wir auch nehmen, sind die festgestellten Glutathionwerte fehler- 
freer als diejenigen, die durch die Tunnicliffesehe Methode 
erhalten werden. Wir fanden am zweckmabigsten, sich bis auf 
weiteres des Mittelwertes aus den zwei extremen Werten zu 
hedienen, d.i. fiir Manner 4,86 mg-°/, Glutathionschwefel, fiir 
Frauen 4,80 mg-°/, Glutathionschwefel.*) 

In der Folge wird es leicht sein, experimentell aus den drei 
\Moclichkeiten die richtige festzustellen. Mit dieser Arbeit sind 
wir eben beschaftigt. 
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*) Hier méchten wir nochmals betonen, da®B ebenso die Tunnicliffe- 
chen wie unsere Werte fiir Glutathion nur maximale Werte sind, denn die 
Sulfhydryle werden bei beiden Methoden stets mitbestimmt. 














Untersuchungen iiber die krebserzeugenden Substanzen 
des Roussarkoms. ) 
Von 
Ernst Friinkel. 


(Aus dem Institut fiir Krebsforschung, Charité, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Juni 1931.) 


In einer gréBeren Anzahl von Arbeiten habe ich in den 
Jahren 1926—80 in der Zeitschrift fiir Krebsforschung') iiber 
Versuche am Roussarkom berichtet. In diesen wurde nach- 
sewiesen, dab beim Roussarkom das krebserzeugende Agens mit 
Wabrscheinlichkeit nicht, wie Rous, Gye und Barnard und 
die Mehrzahl der anderen Forscher annahmen, ein lebendes 
Virus darstellt. Ferner wurde der Nachweis gefiihrt, daB nicht, 
gemiiB der friiheren Annahme von Teutschlinder, Jung, Naka- 
hara u.a. die Ubertragbarkeit der Tumoren an das Verimpfen 
von Zellen gebunden ist. Wir haben nimlich aus waBrigen Ex- 
trakten wirksame Filtrate mit Bechholdschen Filtern hergestellt, 
bei denen schon nach der GréBenordnung der Filterporen sowohl 
die Annahme eines ,,Virus“ als auch die vom Vorhandensein in- 
takter Zelle unwahrscheinlich war. Wir haben weiter nachgewiesen, 
daB eine bestimmte Zellzahl notwendig ist, um mit Zellsuspensionen 
der Tumoren positive Resultate zu erhalten. AuBerdem haben 
wir mit Blut, und zwar mit Blutkérperchen und mit Blutserum, 
sowie mit Organextrakten auch bei metastasenfreien Tieren von 
einem bestimmten Zeitpunkt der Verimpfung an in Ubereinstimmung 
mit anderen Autoren Tumoren erzeugen kénnen. Positive Impf- 
ergebnisse erhielten wir auch mit dem mittels CO, gefallten Ku- 
globulin der Tumorextrakte. Alle diese Tatsachen sprachen in so 
hohem Mabe fiir das Vorhandensein von gelésten tumorerzeugenden 


*) Die Versuche wurden mit Unterstiitzung des Deutschen Central: 
komité fiir Krebsforschung und der Forschungsgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft durehgefiihrt. 

') Z. f. Krebsf. 24—33, (1926—30). 
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Untersuchungen iib. d. krebserzeugenden Substanzen d. Roussarkoms. 127 


Substanzen in den 'umorextrakten, dem Blut und den Organ- 
extrakten, daB ich bereits auf der Wiesbadener Krebskonferenz 
im April 1928 die Anschauung vertrat?), daB ihnlich wie bei dem 
sogenannnten Bakteriophagen nur chemische, fermentihnliche 
Koérper als tumorerzeugende Substanzen in Frage kiimen. Schon 
damals hatten wir die Adsorption dieser Substanzen an banale 
Keime beobachtet, und dies mit der Beobachtung von Pentimalli 
in Analogie gebracht, daB sich das Agens des Roussarkoms an 
normale embryonale Zellen binden lie’. Es waren bereits damals 
Versuche im Gang, die kurz danach publiziert wurden (mit 
K. Mislowitzer und R. Simke), in denen wir zeigen konnten, 
daB an organische und anorganische Stoffe verschiedener Art wie 
Kasein, Tierkohle, Kieselgur und Kaolin das Agens des Rous- 
sarkoms zu adsorbieren war.2) Wir befanden uns damit in Uber- 
einstimmung mit den teils gleichzeitig, teils kurz vorher ver- 
Offentlichten Arbeiten von Sebastiano, sowie von Lewis und 
Andervont. Im Gegensatz zu den letzten Autoren, die an der 
Annahme eines lebenden Virus festhielten und ihre Untersuchungen 
parallel mit Pockenvirus und anderen sicher infektiésen Stoffen 
anstellten, hatten wir die Ansicht vertreten, daB es sich um die 
Adsorption fermentartiger, chemischer Stoffe handelte, und waren 
deshalb in anderer Richtung weitergegangen, die ohne diese An- 
nahme keinen Sinn gehabt hitte. Wir hatten nimlich analog der 
iiblichen Darstellungsweise der Fermente (Willstitter) versucht, 
nach Adsorption an Aluminiumhydroxyd und Waschen der Ad- 
sorbate die adsorbierten Substanzen wieder spezifisch zu eluieren 
auszuwaschen).°) Diese gemeinsam mit Mislowitzer vor- 
genommenen Untersuchungen erstreckten sich auf Filtrate durch 
Kollodiumfilter (Membran mittel), sowie auf Zentrifugate. Mit 
voller Absicht benutzten wir auch solche Extrakte, die an sich 
negative Resultate gaben, da es uns ja gerade darauf ankam, zu 
sehen, ob auch in diesem Falle durch Anreicherung des Agens 
nach der Adsorption und Elution ein positives Resultat zu er- 
zielen war. Wie aus unseren Arbeiten hervorgeht, ist dies in der 
Tat gelegentlich der Fall gewesen. Wenn also Maschmann und 
Albrecht*) in ihrer kiirzlich verdffentlichten Nachpriifung betonen, 
daB eine Auswahl der wirksamen Extrakte ihnen héhere Ausbeute- 


1) Z. f. Krebsf. 27 (1927). 
2) 7“. f. Krebsf. 28 (1928). 
5) Z. f. Krebsf. 29 (1929). 
*) Diese Z. 19, 241 (1931). 
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zahlen ergab, als die von uns erhaltenen, so ist dies zahlenmaBig 
wahrscheinlich, fir die grundsiatzliche Frage der Anreicherung 
aber belanglos. Kine bessere Ausbeute glauben wir durch die 
Vorverdauung der Extrakte mit T'rypsin erhalten zu haben.') Es 
ist aber iiberhaupt sehr mibBlich, bei einem biologischen ‘Test- 
objekt wie dem Angehen eines Tumors am Huhn einen quanti- 
tativen MaBstab anzulegen, wie es Maschmann und Albrecht?) 
tun, da nach meinen Untersuchungen iiber die Disposition der 
Tiere*) sehr viel vom Empfanglichkeitszustand des geimpften 
Huhnes abhiingt. Alle diese Ergebnisse sind von uns nicht nur 
in der Zeitschrift fiir Krebsforschung, sondern auch in einer zu- 
sammenfassenden Arbeit in Lancet vom 14. 9. 1929 sowie in der 
Klin. Wochschr. 1980 Nr. 23 niedergelegt. In weiteren Arbeiten 
konnte durch die Verimpfung von Zentrifugaten, nach Ausschleudern 
mit geeicliten, hochtourigen Zentrifugen von mehr als 15000 Um- 
drehungen pro Minute, die Annahme gelister Stoffe als Tumor- 
agens wahrscheinlich gemacht werden.*) Selbstverstindlich haben 
wir bei allen Versuchen die Kinhaltung eines optimalen p,,, auf 
die wir schon wegen der Arbeiten von Baker, Mac Intosh, 
Lewis und Michaelis, Harde u.a. geachtet hatten, zur Regel 
gemacht, ohne dies jedesmal besonders hervorzuheben. Ver- 
gleichende Untersuchungen mit dem Bakteriophagen hatten 
unsere Annahme eines ahnlich darstellbaren Kérpers insofern ge- 
stiitzt, als auch der Bakteriophage (gegen y-Ruhr und Bakterium 
Coli) sowohl gegeniiber der Adsorption und Elution®) als auch 
gegeniiber dem Zentrifugieren mit der hochtourigen Zentrifuge 
ein gleichartiges Verhalten zeigte wie das Agens des Roussarkoms. 
Unsere Kenntnisse vom Wesen der tumorerzeugenden Stoffe sind 
also durch unsere, jetzt auch von Maschmann und Albrecht 
bestiitigten DBefunde dahin erweitert worden, daB es sich mit 
Wabhrscheinlichkeit um chemische Substanzen handelt, die mit 
den Methoden der Adsorption und Elution aus Tumorextrakten 
zu gewinnen sind, und daB fiir die Erzeugung der Roustumoren 
weder ein lebendes Virus notwendig ist, noch die Verimpfung in- 
takter Zellen. 

Wir haben deshalb bereits seit etwa einem Jahr uns mit 
der Frage beschiftigt, wie wir in der Aufklirung der Natur dieser 


| Z. f. Krebsf. 31 (1930). *) Diese Z. 19, 241 (1931). 
) Z. f. Krebsf. 32 (1930). 
‘) Z. f. Krebsf. 33 (1931). 
‘) Centralbl. f. Bakterio. 1930 Ref. I, Abt. Bd. 98. 
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Substanzen weiterkommen kénnen. Diese Frage haben wir nach 
verschiedenen Richtungen hin verfolgt. Unter anderem wurden 
wir bereits im Sommer 1929 durch Herrn A. von Weinberg 
angeregt, das Verhalten des fermentartigen Agens beim Roussarkom 
gegentiber Farbstoffen zu priifen. Die Farbstoffe wurden uns 
in freundlichster Weise von Herrn L. Benda von den I. G. Farben 
Fabriken zur Verfiigung gestellt. Uber die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sei im nachfolgenden kurz berichtet. 

Nachdem schon von Lewis und Andervont die Adsorption 
des Rousagens an Carmin beschrieben war, schien es uns besonders 
interessant, daB Hinzufiigen von keimtétenden Stoffen, wie Trypan- 
blau und IJsaminblau (Nr. 958) zum Tumorbrei das Angehen 
desselben nicht verhinderte. Von den nach dem Verhalten bei 
Fiirbeverfahren besonders interessanten Indigofarbstoffen ging bei 
Adsorptionsversuchen mit Indigoblau der AbguB der Tumorextrakte 
vom Farbstofftrotz der Aufnahme von Farbstoff gleichfalls an (Nr. 963), 

Wir méchten auch diese Beobachtungen gegen die Annahme 
eines lebendigen Virus in die Wagschale werfen. Der Hauptzweck 
unserer Versuche war aber, zu priifen, ob synthetische Farbkérper 
verschiedener, genau bekannter chemischer Konstitution als 
Adsorbentien dem Rousagens gegeniiber ein verschiedenes Ver- 
halten zeigen. Wir miissen ja in Analogie zu den bekannten 
Tatsachen der Fermentforschung annehmen, dab fiir die Adsorption 
nicht nur die physikalische Beschaffenheit der Oberfliichen mab- 
sebend ist, sondern auch die chemische Konstitution des Adsorbens 
und des Adsorbates. So wire hier viclleicht ein Weg gewiesen, 
in den Kenntnissen von der Gruppenstruktur der krebserzeugenden 
Stoffe etwas weiterzukommen. 

Kine gré8ere Anzahl Versuche wurden mit Hansagelb aus- 
gefibrt. Dieses Priiparat ist ein Monoazofarbstofl von der Formel: 





CH, CO-NH-C,H, 
eo 
. —-NO. 
~<____N-=N-— CH 
COCHD 


Ks ist nach Angabe von Benda ein Pigmentfarbstoff, ein 
velbes Pulver, das aus Eisessig in gelben Nadeln vom Schmelzp. 
256° ausfillt und 6lunléslich ist. Auch Wasser nimmt es kaum 
an, so daB es sich fiir die Adsorption unserer wasserléslichen 
Substanzen besonders gut eignete. 
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Wir haben bei 17 Tieren in 13 Fiillen Adsorptionsversuche 
mit dieser Substanz gemacht und darunter in 4 Fallen bei 5 Tieren 
ein positives Ergebnis der Adsorption erzielt. (Tabelle 1). 

In 6 Fallen bei 8 Tieren wurde mit Phosphatlésungen nach 
Waschen des Adsorbates eine Elution versucht, die in 4 Fallen 
bei 6 Tieren ein positives Resultat ergab. Zweimal ergab dabei 
auch der AbguB ein positives Ergebnis. (T'abelle II). 

Ganz anders war das Verhalten des Agens gegeniiber dem 
Monoazofarbstoff Lackorange mit der Formel: 


C.H.N=NW_A VU 


HO 


Hs handelt sich um ein Ca-Salz (Pigmentfarbstoff), orange- 
rotes Pulver, unléslich in Wasser, léslich in H,SO, orangegelb, 
verdiinnt: gelbbrauner Niederschlag. Freie Saure: rotbraune, 
griinlichgoldglinzende Nadeln (Benda). 

Auch hier war unter 8 Fillen bei 11 Tieren, in 4 Fallen bei 
{ Tieren eine Adsorption méglich. (Tabelle II]. Dagegen war 
die Klution in 3 Fallen stets negativ (Nr. 993, $97 u. 2), und 
zwar auch da, wo wie beim Tier Nr. 2 die Adsorption ein posi- 
tives Resultat ergeben hatte. 

Wir haben in einer dritten Reihe das Verhalten des Tumor- 
agens gegeniiber verschiedenen anderen Farbstoffen gepriift und 
dabei insbesondere auf Anregung von Herrn A. von Weinberg 
einige Thioindigofarbstoffe verwendet, die gleichfalls wasser- 
unléslich waren, nimlich die Priparate 1026 T, 1027 T und 1028 T. 
Auch diese Farbstoffe erwiesen sich als geeignet als Adsorbentien 
(Tab. IV). Aus den Adsorbaten lieB sich das Agens wieder eluieren. 

Wir sehen also bei den Farbstoffen ein nach der chemischen 
Konstitution wechselndes Verhalten des Adsorbens bei der Ad- 
sorption und Elution des Tumoragens. Weitere Versuche miissen 
zeigen, ob man auf diesem Wege zu einer genaueren Kenntnis 
von der chemischen Natur des Tumoragens kommen wird. 

Zusammenfassung: Das krebserzeugende Agens des Rous- 
sarkoms wurde von mir und meinen Mitarbeitern als chemische 
Substanz erkannt und mit den chemischen Methoden der Ad- 
sorption und Elution zuerst dargestellt. 

Die Adsorption und Elution gelingt auch mit verschiedenen 
Farbstoffen von bekannter Konstitution. 


~ - 
=~, “ 


















so daB auf diesen Weg 
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) 


Das Verhalten der krebserzeugenden Substanzen gegeniiber 
verschiedenen wasserunléslichen Farbstoffen ist ein verschiedenes, 


Gruppencharakters hingewiesen wird. 


Tabelle I. 


zur Bestimmung ihres chemischen 


Adsorbat an Hansagelb aus zentrifugiertem Tumorextrakt. 
11 Tiere, 8 Faille, 4 positive Hiihner, 4 Fille. 


























Nr. | geimpft | gestorben Material von Nr. | Ergebnis 
965) 29. X. 30] lebt rechte Brust 5 eem Adsorbat} 952 negativ 
966 | 29. X. 30 —— rechte Brust 5 cem ‘s 952 negativ 
970} 6. XI. 30] 6. XII.30] linke Brust 5 ecm ” 960 positiv 
974] 4. X. 30 | 17. 1. 31 | reehte Brust 5 ccm ” 971 positiv 
976] 4. X. 30 | 17. I. 31 | rechter Schenkel 5 cem ,, 971 positiv 
980] 9. X. 30 |] 7.1.31 | rechte Brust 5 cem “ 970 negativ 
, 986 | 28. X. 30] 7. IV. 31] rechte Brust 5 cem 977 negativ 
987] 31. X. 830] 14.1V.31] linke Brust 5 cem ‘ 979 negativ 
992] 7.1.31 | 14.11.31 | linke Brust 5 ecm ‘6 983 positiv 
998] 18.1. 31 | 7. 1V. 31] linke Brust 5 cem ” 984 negativ 
1] 31. I. 31 | 4. V. 31 | linke Brust 5 cem » |981u.991] negativ 

8 | 24. If. 31 [23. III. 31] linker Schenkel 5 ccm _,, 3u. 5 | negativ 
10] 24. IT. 31 116. IIL. 31] rechter Schenkel 5 cem ,, 3u. 5 | negativ 
12 | 24.11. 31 | 13. V. 31] linker Schenkel 5 cem _,, 4 negativ 
13] 28. If. 31 }29. ILL. 31] rechter Schenkel 5 ccm ,, 4 positiv 
14] 3. IE. 31 [31. IIT. 31] linke Brust 5 cem 1000 negativ 
20] 5. IIT. 31 lebt rechte Brust 4 ecm ‘i 7 negativ 

Tabelle If. 
Eluat aus Hansagelb. 
8 Tiere, 6 Fille, 6 positive Tiere, 4 Fille. 
Nr.] geimpft | gestorben Eluat aus Hansagelb von Nr. | Ergebnis 
linker, rechter Schenkel je 

992) 7.1.31 | 14. ID. 31 5 ccm 983 positiv 
998] 18.1, 31 | 7. 1V. 31] rechter Schenkel 5 cem 984 negativ 
1} 31.1. 31 | 4. V. 31 | rechte Brust 5 cem 981u.991] negativ 

8} 24. If. 31 ]23. III. 31) rechte Brust 5 cem 3 u. 5 | positiv 
10) 24, If. 3115. IIL. 31] linke, rechte Brust 5 cem 3u. 5 | positiv 
12] 28, IT. 31] 13. V. 31] rechte Brust 5 ccm 4 positiv 

13] 3. TI. 31 131. IIL. 81] linke, rechte Brust 5 ccm 4 positiv 

14} 3. IIT. 31 ]31. III. 31] rechte Brust 5 cem 1000 positiv 
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Adsorbate 


11 Tiere, 8F 


Tabelle III. 


an Lackorange aus zentrifugiertem Tumorextrakt. 
iille, 4 positive Hiihner, 4 Fille. 









































Nr. | geimpft [gestorben| Adsorbat an Lackorange von Nr. | Ergebnis 
970] 6. XT. 80176. X11. 30] rechte Brust 5 ecm 960 pesitiv 
974) 4. X11. 30] 17. 1. 31 | linke Brast 5 ecem 971 negativ 
976} 4. X01. 30] 17. 1. 31 | linker Schenkel 5 ecin 971 positiv 
98019. XI11.30] 7. [3 linke Brust 5 cem 970 negativ 
986 J23. N00. 30) 7. 1V. 30] linke Brust 5 ecm 977 negativ 
MSS 131. ATL. 307 lebt linke Brust 5 cem aus Mem- 979 positiv 
bran mittel 

993} 7.1.3 —- rechte Brust 5 ecm 983 negativ 
994] 7.1. 31 - rechte Brust 5 ecm Y83 negativ 
995], 7. 1. 31 rechte Brust 5 cem 983 negativ 
SOT} is. 1 St] 8. 1. St | linke Brust 5 cem 984 negativ 

27 Si. 70. 81 Jzo. TIL. 317 linke Brust 5 cem 981u. 991] positiv 

Tabelle LY. 
a) Adsorbate an Thioindigofarbstoffe. 

Nr. | geimpft |gestorben] Adsorbat an Thioindigof. | von Nr. | Ergebnis 
15 73. TL. 3tp 4. LV. 317 linke Brust 5eem 1026'T] 1000 I. Br negativ 
rechte Brust 5 cem Ab- 

guB 1026 T r. Br. positiv 
linker Schenkel 5 cem 
AbguB 1027 T l. S. positiv 
16 7 3. 0E. St] 29. 1.31 7 rechte Brust 5eem 1027 T] 1000 r. Br. positiv 
linke Brust 5 cem 1028 T I. Br. positiv 
rechter Schenkel 5 cem 
Abgub 1028 T r. S. positiv 
PIA EV. SI lebt linke Brust 5 cem 1027 T 22 positiv 
rechte Brust 5 ecm Ab- 
11 J 27.1V.31] 10. VI. 3! guB 1026 1 25 u. 29 positiv 
b) Eluat aus Thioindigofarbstoffen. 
Nr. | geimpft |gestorben] Eluat aus Thioindigof. | von Nr. | Ergebnis 
16 | 3. ILL. 31 | 29. 11L 31] linker Schenkel 5 cem 1000 positiv 
1028 T 
16 PLA. TV. 31 lebt linker Schenkel 5 cem 22 positiv 
1027 T 
41 J 27.1V.31]10. VI.31] linke Brust 5 cem 1026 T] 25 u. 29 positiv 
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Isolierung von substituierten Piperazinen 
und eine neue Methode zu deren Synthese. 
Von 
Fritz Wrede, Ernst Bruch und Werner Keil. 
Mit 1 Figur im Text, 


(Aus dem Physijologischen Institut der Universitit Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1921.) 


Seit einer Reihe von Jahren wird die Ansicht diskutiert und 
experimentell gepriift, daB im EiweiBmolekil heterocyelische Ring- 
systeme vorhanden seien, die bei der tiblichen Hydrolysenmethode 
unter Bildung von Aminosiéiuren zerfallen sollen. Diese Ansicht 
wurde namentlich von Troensegaard verfochten, dem es auch 
velang, ber der Aufspaltung von Proteimstoffen ber Abwesenheit 
von Wasser (z. B. durch Acetolyse) Fraktionen zu erhalten, in 
denen Stoffe heterocyclischer Natur vermutet werden durften. In 
letzter Zeit sind mehrere solcher Verbindungen in remer [orm 
vewonnen worden!); sie enthalten Sauerstoff und sind z. T. recht 
labiler Natur. 

Weiterhin gelang es Troensegaard, acetyherte Proteine 
unter AusschluB von Wasser zu reduzieren und aus den ent- 
standenen Produkten durch Hydrolyse sauerstoffreie Trak- 
tionen zu gewinnen. Aus ihnen wurde bisher isoliert’ Piperidin 
cowie zwei Verbindungen von der Formel C,,Ho oN. und C,,HooNo.*) 
Die Konstitutionsermittlung der beiden letzten Basen steht noch 
aus. — Vor kurzem isolierte Troensegaard noch cinen weiteren 
KOrper von der Formel C7H,¢No.°) 

Die Base C,H,,N, fanden auch wir, als wir eine Traktion 
untersuechten, die aus Gliadin durch Acetylierung, Reduktion und 


1) Troensegaard, Wrede u. Mygind, Diese Z. 193, 49 (1930). 
*) Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 184, 147 (1929); 198, 171 (1930). 
*) Diese Z. 199, 133 (1931). 
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nachfoleende Hydrolyse erhalten worden war. Aus derselben 
lraktion isolierten wir noch zwei weitere Basen von der Formel 
C;H,,NO und C;H,.N,. Wegen der Wichtigkeit, die diese Korper 
unter Uimstanden fiir den molekularen Aufbau der Kiweibstoffe 
haben kénnten, haben wir versucht, ihre chemische Konstitution 
zu ermitteln. Dies gelang uns bisher fiir die beiden Basen C5H,.N. 
und CjH No, wortber im folgenden berichtet werden soll. 

Zur Darstellung der Basen wurde Gliadin nach der von 
Troensegaard angegebenen Methode acetyliert, das Acetyl- 


eliadin wurde in bekannter Weise in amylalkoholischer Losung mit 
metallischem Natrium reduziert. In der amylalkoholischen Losung Pop 
wurde durch Behandeln mit Eiswasser eine partielle Hydrolyse (: 

Z I 


erreicht. Die Basen (die sog. C-Fraktion) konnten aus dem Amy!l- 
alkohol mit einer 380°/jigen NaH,PO,-Losung ausgeschiittelt wer- 
den.!) Die weitere Zerlegung dieser Fraktion C geschah nach den , 
Angaben von Troensegaard.*) Von den salzsauren Salzen der 
Fraktion ©, wurde der in Aceton unlésliche Teil benutzt; er wurde de 
7 Stunden mit 10°/jiger Salzséure auf 100° erhitzt, wodurch eine fo 
weitere Hydrolyse erreicht wurde.’) Die dann in Freiheit gesetzten 
Basen wurde fraktioniert destilliert; die Fraktion, die bei 100° bis 
120° und 2mm Druck iberging, diente zur Isolierung der drei 
oben erwihnten Verbindungen. Sie wurden aus salzsaurer Losun¢ 
als Chloroaurate abgeschieden. 

Die Basen C,H,.N, und C,H,,N, waren zweisdurig. Troense- 
gaard gelang es, aus der einen (C,H,,N.) eine Dibenzoylverbin- 
dung vom Schmelzp. 225° herzustellen. Die Vermutung lag nahe. 
daB es sich um substituierte Piperazine handelte, die durch Re- 
duktion von im EiweiB vorgebildeten Dioxopiperazinringen (bzw. We 
ihren Enolformen) entstanden sein konnten. Abderhalden?) lei 
hatte ja schon frither aus Seidenpepton und Gelatine durch Re- thes 
duktion mit Natrium und Amylalkohol Stoffe isohert, die er als ven 
substituierte Piperazine ansah. Auch gelang es ihm, wenn auch: tite 
— nach seinen eigenen Angaben — in schlechter Ausbeute, sub- Dar: 
stituierte Piperazine durch Reduktion von Dioxopiperazinen 21 







1) Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 193, 171 (1930). 
*) Troensegaard, Diese Z. 127, 137 (1923). 
*) Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 184, 147 (1929); die Fraktion. 
die zur Isolierung der drei Basen diente, entspricht der, die auf 8. 154, Zeile 1. FR Kijay 







beschrieben ist. Diese 
4) Abderhalden u. Stix, Diese Z. 182, 238 (1923); Abderhalden 
u. Schwab, Diese Z. 139, 169 (1924); 148, 254 (1925). 
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erhalten.!) — Die von uns isolierten Basen kénnte man sich aus 
folgenden Gruppierungen im EiweiBmolekiil entstanden denken: 
| H 
N N 
i” 
—O-© CR peaurtion Hi CHR CH,. 
| | anni | | R = CH,— bzw. PCH- 
H C-0— H.C CH, CH, 
a al esl 
N N 
| H 


Diese Gruppierungen miiBten bei der wblichen Hydrolyse des 
Proteins Alanin und Glykokoll (aus C;H,.N.) oder Valin und 
Glykokoll (aus C;H,,N,) ergeben. 

Es schien somit notwendig, 2-Methylpiperazin und 2-Iso- 
propylpiperazin zu synthetisieren und mit den aus Hiwei8 isolierten 
Verbindungen zu vergleichen. 

Piperazin selbst léBt sich recht leicht aus dem Natriumsalz 
des Dibenzolsulfonylaithylendiamins und Athylenbromid gemaB 
foleender Formel darstellen :?) 


CH,—-CH 
(C,H,S0,)N% *\N(C,H,SO,) 
| | 
Na Na 
Br —CH,—CH,—Br 
CH,—CH CH,—CH 
-> ©,H,SO,NC. ">N(C3H,80,) —_ HNC * NH 
\cH,— CH, CH,— CH,’ 


Von den substituierten Piperazinen lieB sich auf analogem 
Wege das Methylpiperazin unter Verwendung des allerdings nicht 
leicht zuginglichen Propan-1,2-diamins’) gewinnen. Diese Syn- 
these wurde von uns wiederholt; wir erhielten dabei eine un- 
veniigende Menge des Methylpiperazins, muBten dann aber mit 
ltiicksicht auf die schwierige Beschaffung des Propandiamins diese 
Darstellungsmethode aufgeben. — Die Beschaffung von Isopentan- 
|,2-diamin, das fiir die Darstellung des bendtigten Isopropylpiper- 
azins erforderlich sein wirde, schien noch schwieriger. — Wir ver- 
suchten nun die gewiinschten substituierten Piperazine aus dem 


') Abderhalden u. Stix, Diese Z. 132, 238 (1923); Abderhalden, 
\larmann u. Schwab, Diese Z. 135, 180 (1924); Abderhalden u. Schwab, 
Diese Z. 139, 73 (1924). 

*) D. R. P. 70055, 70056, 73125. Friedlander II], 951—58. 

*) Esch u. Marckwald, Ber. chem. Ges. 33, 761 (1900). 
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Natriumsalz des Dibenzolsulfoiéithylendiamins!) durch Umsetzen 
mit substituierten Athylendibromiden (Propan-1,2-dibromid, Iso- 
pentan-1,2-dibromud) darzustellen, hatten dabei aber kemen Erfoly. 
— Auch andere schon bekannte allgemeime Methoden zur Dar- 


stellung substituierter Piperazine?) erwiesen sich — namentlich 
fiir die Gewinnung des Isopropylpiperazins — als schwer durch- 


fiihrbar oder unergiebig, so z. b. die erwihnte Methode von 
Abderhalden, bei der substituierte Dioxopiperazine mit Natrium 
Amylalkohol reduziert: werden. 

Da uns die Dioxopiperazine immerhin noch als das am besten 
zugéngliche Ausgangsmaterial erschienen, suchten wir nach einem 
anderen geeigneten Reduktionsverfaliren. Friihere Versuche, aut 
elektrolytischem Wege Dioxopiperazine zu Piperazinen zu redu- 
yieren, Waren zwar vollig ergebnislos verlaufen®); die Reaktion 
filhrte unter Aufspaltung des Ringes zur Bildung von Amuino- 
acetaldehyd. Uns gelang jedoch diese Reduktion zu Piperazinen. 
An Stelle der von Tafel) fir die Reduktion organischer Verbin- 
dungen angegebenen Apparatur verwandten wir eime andere, di 
als eine praktische Vereinfachung angesehen werden kann. Sic 
war von dem eimen von uns (Keil) schon vor langerer Zeit fur 
die Reduktion anderer Verbindungen ausgearbeitet worden; dic 
Beschreibung erfolgt im experimentellen Teil. Tier sei nur erwéhnt, 
dafi es von Wichtigkeit ist, Rohre aus reinem Blei als Klektroden- 
material zu verwenden (Clausthaler Hiittenweichblei) und eine ge- 
Wisse Stromkonzentration innezuhalten. 

Unsere Methode scheint ganz allgemein zur Reduktion von 
Dioxopiperazinen geeignet zu sein. Wir haben die Reduktion 
durchgefiihrt bei 2,4-Dioxopiperazin, 2-Methyl-3,5-dioxopiperazin 
und 2-lsopropyl-8,5-dioxopiperazin, wobei wir die entsprechenden 
Piperazine in einer Ausbeute von 80—45°/, der Theorie erhielten. 
Diese Ausbeuten konnten bei anderen Reduktionsverfahren auci: 
nicht annihernd von uns erreicht werden.®) 

Das auf diese Weise gewonnene Methylpiperazin und Iso- 
propylpiperazin wurde mit den eingangs erwiihnten, aus Hiweib 


] 
or 


1) Fir die freundliche Uberlassung dieses Priparates haben wir ¢ 
Fa. Schering-Kahlbaum, Berlin zu danken. 

*) Z. B. nach Stoehr, J. prakt. Chem. [2] 51, 472 (1895). 

%) Heimrod, Ber. chem. Ges. 47, 338 (1914). 

1) Ber. chem. Ges. 33, 2209ff. (1900). 

‘) Wir beabsichtigen, auch EiweiBstoffe auf elektrochemischem V ev" 
zu reduzicren und bitten, uns vorerst dieses Gebiet zu tberlassen. 
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dargestellten Verbindungen C5H,.N. und C,H,,N. verglichen. Zum 
Vergleich dienten die Chloroaurate, Chloroplatinate und Pikrate. 
lis ergab sich eine vollige Ubereinstimmung in bezug auf Krystall- 
form, Loshchkeit und Schmelzpunkt. Die Mischproben der Chloro- 
aurate zeigten keme Schmelzpunktsdepression. 

Wir beabsichtigten, auch Acylderivate, z. B. die Dibenzoyl- 
verbindungen zum Vergleich heranzuziehen. Wie oben erwihnt, 
gelang es Troensegaard, von der Base C,;H,,N. ein Dibenzoat 
mit dem Sehmelzp. 225° zu erhalten. Vom Methylpiperazin wurde 
fruher schon ein Dibenzoat vom Schmelzp. 146° beschrieben.!) 
Wir heBen Benzoylehlorid unter den verschiedensten Bedingungen 
(ber Gegenwart von 10-, 5- u. 2°/jiger Natronlauge, von Natrium- 
carbonat, auch von Pyridin) auf die von uns erhaltenen Piperazine 
einwirken, erhielten aber dabei niemals auch nur in anniéhernd 
entsprechender Menge die gewiinschten Derivate. Auch bei Piper- 
azin selbst erreichten wir nur eine Ausbeute von etwa 80°/, der 
Theorie an Dibenzoat. Vielleicht ist der Vorgang der Benzoylierung 
weitgehend von einer Zerstédrung des Piperazinringes begleitet. 
Dabei glauben wir beobachtet zu haben, daB die Neigung zur 
Bildung von Acylderivaten mit der Grobe der Substituenten ab- 
nimnmt. Der diesbeziigliche Reaktionsmechanismus wird weiter 
untersucht. — Ahnliche Verhiltnisse scheinen auch die Reaktion 
der Piperazine mit Phenylisocyanat zu komplizieren. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Basen aus Gliadin. 


Die Darstellung des Acetylghadins, die Reduktion und EHydro- 
lyse dieses Stoffes erfolet gem&B den im allgemeinen ‘Teil an- 
vegebenen Richtlinien. 

Kin Volumteil des hierbei gewonnenen, fast wasserklaren 
oligen Destillats wird mit ungefaihr dem fiinffachen Volum 20°/jiger 
Salzsiure und ungeféihr emem Volum 50°/jiger Goldchloridlésung 
versetzt. Dabei fallt zuerst ein dliges Goldsalz aus, das abgetrennt 
und mehrmals aus konzentrierter Salzsiure unter Zusatz von Gold- 
chlorid umgelést wird, bis Krystalle vom Zersetzungsp. 243° er- 
halten werden. Diese sind das Chloroaurat der Base C,H,,N,. 
Aus der Mutterlauge, die von den mit Goldehlorid erzeugten 6ligen 
illungen abgetrennt war, léBt sich durch Stehen bei 0° ein dieker 


') Stoehr, J. prakt. Chem. [2] 51, 476 (1895). 
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Krystallkuchen abseheiden, der aus 10°/siger Salzsiure unter 
Zusatz von Goldchlorid umkry stallisiert wird. Dieses Chloroaurat, 
das nach mehrmaligem Umkrystallisieren den Schmelzp. 174° be- 
sitzt, ist dasjonige der Verbindung C-1i,,NO. — Wird die Mutter- 
lauge, die von dem obenerwahnten IKrystallkuchen abgegossen 


war, im Vakuumexsiceator eingedampt{t, so scheidet sich eme 
weitere krystallinische Fraktion ab. Auch diese wird mehrfach 
aus Salzsiiure und Goldchlorid wakrystallisiert, bis der Zersetzungs- 
punkt bei 235° liegt. Das so gewonnene Chloroaurat ist dasjenige 
der Base C.H,.No. 

Base C,H,,No. 

Chloroaurat. Das nach obiger Angabe isoherte Chloroaurat 
wird im Vakuum ber 80° tiber PJO; getrocknet. 

4,978 mg Substanz gaben 1,90 mg CO, + 0,95 mg H,O 4+- 2,411 mg Au. 

3,049 me » » 9,088 com N (22°, 769 mm). 
C3H, .No° 2HAuCl, (808,2) 

Ber. © 10,399), H 2,299/, N 3,479, Au 48,80°/, 
Gef. ,, 10,41 » 2,14 sae . »» 48,44 

Das Chloroaurat bildet hiibsche federfOrmige gelbe Nadeln 
von mehreren Millimetern Linge. Bei 230° beginnt es dunkel zu 
werden, bei 243° erfolet Zersetzung unter Aufschiiumen. Das Salz 
ist in Wasser nicht allzu sehwer léslich; wesentheh schwerer 16st 
es sich in Salzsiure, der etwas Goldchlorid zugesetzt ist. Dic 
Losunge kann zum Sieden erhitzt werden, ohne dab Zersetzune 
erfolet. Isbenso ist das Salz sehr leicht losheh inp Alkohol und 
Aceton. 

Die freie Base CyH,gN. kann auf folgende Weise gewonnci 
werden. Das Chloroaurat wird in Wasser geldst, mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, das Filtrat wird durch einen Luftstrom vom 
Schwefelwasserstoff befreit. Die salzsaure Lésung wird auf em 
kleines Volum eigeengt, und dazu soviel festes Kaliumbhydroxy 
veveben, dab ein Teil davon sich nicht lést.. Dann wird zwenna! 
mit reinem Ather ausgeschiittelt; der Ather wird abgedaimptt. 
Die freie Base hinterbleibt als Ol, das nach kurzer Zeit zu einer 
krystallinischen Masse erstarrt. An der Luft zerflieBen die Iry- 
stalle zu einem Sirup. 

Das Chlorhydrat wird durch Eimdampfen der aus dei 
Chloroaurat gewonnenen salzsauren Losung erhalten. Hs bilde' 
eine weibe krystallinische Masse, die an der Luft zerflieBt; sic ist 
sehr leicht léslich in Wasser, sehwer loslich in absolutem Alkolio!. 
Das Salz schmuilzt unter Dunkelfarbung bei etwa 280°. 
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Das Pikrat scheidet sich aus einer Lésung des Chlorhydrats 
auf Zusatz von Natriumpikrat in Form schon ausgebildeter Krystall- 
drusen ab; nach dem Trocknen im Vakuum zeigt es einen Zer- 
setzungspunkt von ungefiéhr 250°; es ist auBerordentlich schwer 
lOslich in pikrinsiiurehaltigem Wasser. 

Das Chloroplatinat wird aus der salzsauren Losung durch 
Zugabe von Platinchlorid in Form schén ausgebildeter gelber 
Nadeln erhalten. Beim Hrhitzen ist es bei 290° noch nicht ge- 
schmolzen. Die Analyse wurde auch von Troensegaard vor- 
cenommen und unterdes ver6ffentlicht.!) Das Chloroplatinat. ist 
sehr schwer ldslich in Wasser, das etwas Salzsiiture und Platin- 
chlorid enthalt. 

Die Dibenzoylverbindung wird aus dem salzsauren Salz 
durch Schiitteln mit 10°/jiger Natronlauge und Benzoylchlorid 
dargestellt. Die sich abscheidenden Massen erweisen sich als zum 
vroBen Teil aus Benzoeséiureanhydrid bestehend. Dureh Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Methylalkohol werden Prismen 
oder auch quadratische Tafeln erhalten, die den Schmelzp. 225° 
(unkorr.) haben. Es hegt somit wohl dieselbe Verbindung vor, die 
Troensegaard beobachtet und analysiert hat.!) Die Ausbeute 
war auBerordentlich gering. Sie wurde nicht besser, wenn man 
anstatt der 10°/jigen Lauge eine wesentlich verdiinntere oder statt 
dessen Natriumearbonatlésung benutzte. Auch die Aeylierung der 
freien Base mit Benzoylehlorid in Pyridin war ganz unbefriedigend. 

Die Benzoylverbindung ist in kaltem Methylalkohol schwer 
loslich, in Wasser fast unloslich. 


Base C;H,,NO. 


Das Chloroaurat wird bei 809 im Vakuum iiber Phosphor- 
| 
pentoxyd getrocknet. 


5,100 mg Substanz gaben 2,53 mg CO, -+- 1,29 mg H,O + 2,271 mg Au. 


3,042 mg ” 0,091 com N (22,5°, 769 mm). 
13,71 mg re 6,14 mg Au. 
CH, NO- HAuCl, (441,1) 
Ber. C 13,60°/, H 2,74°/, N 3,17°/, Au 44,70°/, 
Gef. ,, 13,53 19 oO0 »5 3,00 » 44,53, 44,79 


Das Chloroaurat bildet derbe goldgelbe Krystalldrusen, die 
bei 164° sintern, bei 174° ohne Zersetzung schnielzen. [Hs ist ziem- 
lich sehwer léslich in verdiinnter Salzsiiure, der etwas Goldehlorid 


') Troensegaard u. Mygind, Diese Z. 199, 134 (1931). 
10* 
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zugesetzt ist. In dieser Losung lat es sich ohne Zersetzung zum 
Kochen erhitzen. In Alkohol ist es leicht J6slich. 

Das Chloroplatinat erhélt man dadurch, daB man das 
Chloraurat in wublicher Weise mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
Die stark konzentrierte salzsaure Losung ergibt dann mit Platin- 
chlorid ein in gelben Nadeln krystallisierendes Salz. Dieses ist 
auch in verdiinnter salzsaurer Platinchloridlésung sehr leicht lés- 
lich; ebenso lést es sich leicht im heiBem Alkohol, aus dem es um- 
krystallisiert werden kann. Die vorhandene Menge reichte nicht 





aus, um es analysenrein darzustellen und niher zu charakterisieren. — } 
Base C.H,.No. P 

Das Chloroaurat zeigte nach dem Trocknen im Vakuum 
tiber Phosphorpentoxyd bei 80° folgende Analysenzahlen. 

4,756 mg Substanz gaben 1,400 mg CO, + 0,87 mg H,O + 2,369 mg Au. 

3,050 meg - » 0,096 ccm N (21°, 768 mm). 

C,H,N.(HAuCl,), (780,2) 

Ber. € 7,69°/, H 1,81°/, N 3.58%, ° Au 50,55, 

Gef. ,, 8,03 »» 2,05 ., 3,69 ,», 49,81 

Das Chloroaurat krystallisiert in schén ausgebildeten gold- 
velben Nadeln. Is wird bei 225° dunkel, zersetzt sich bei 235°. 
Kis ist in Wasser, das Salzsaure und Goldehlorid enthalt, maéfiv 
léslich. Die Lésung kann ohne Zersetzung der Substanz bis zum 
Kochen erhitzt werden. 

Das Chloroplatinat wird aus dem Chloroaurat in iblicher 
Weise dargestellt, indem letzteres durch Schwefelwasserstoff zer- 
lect wird. Die Krystalle werden im Vakuum iiber Phosphorpent- 
oxyd bei 80° getrocknet. 

5,210 mg Substanz gaben 2,285 mg CO, -+- 1,83 mg H,O + 1,983 mg Au. 

CH, Ny: H,PtCh, (510,1) 
Ber. C 11,76°/, H 2,77°/, Pt 38,27%/, pov 
Gef. ,, 11,96 ie. 5, 308,06 \\ 


Das Chloroplatinat bildet derbe, orangefarbene Séulen; c- 
wird bei 270° schwarz, ohne zu schmelzen. In Wasser, das Salz- 
siiure und Platinchlorid enthialt, ist es a&uBerst schwer léslich. 

Die Dibenzoylverbindung wird so hergestellt, daB das au: 
dem  Chloroaurat gewonnene krystallisierte Chlorhydrat 1! 
10° ,iger Natronlauge und Benzoylchlorid geschiittelt wird. Hbenso. 
wie oben bei der Base C,H,,.N, beschrieben, bilden sich gréfere 
Mengen Benzoesiiureanhydrid. Die Benzoylverbindung kann dure! 
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vorsichtiges, fraktioniertes Krystallisieren aus verdiinntem Methyl- 
alkohol gewonnen werden. 

3,201 mg Substanz gaben 8,65 mg CO, +4- 1,86 mg H,0O. 

CygHayN,O» (308,3) Ber. © 73,99°/, H 6,54°/, 
Gef. ,, 73,70 5» 6,50 

Sie zeigt emen Schmelzpunkt von 150° (unkorr.)!), ist schwer 
loslich in kaltem Methylalkohol, fast unloslich in Wasser. Die 
\usbeute ist auBerordentlich gering. 


Synthetische Darstellung von Piperazinen. 

Das Methyl-dioxopiperazin wird nach der Vorschrift von 
Ii. Fischer und Otto?) aus Chloracetylalaninester und alkoholi- 
schem Ammoniak, das Isopropyl-dioxopiperazin nach I. fischer 
und Sechenkel*) aus Valylglycin hergestellt. 

1 g des betreffenden Dioxopiperazins wird in 50 cem 20°/jiger 
Schwefelsiéure gelést und in der nachfolgend beschriebenen Appa- 
ratur 14/, Stunde reduziert. Als KMlektrodenmaterial wird Bleirohr 
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von 7,5 mm duBerem Durehmesser und 2,5 mm Wandstirke ver- 
wandt. Wie schon erwahnt, muB das Ble sehr rein sein.4) 2 Stucke 
dieses Bleirohres werden — wie aus der Abbildung ersichtlich 

ceformt. Das innere Rohr von etwa 1,20 m Gesamtlinge dient 


als Kathode (/), das éuBere, etwa 2 m lang, als Anode (4). Wah- 


1) Stoehr, J. prakt Chem. [2] 51, 476 (1895) findet den Ip. 146—147°. 

“) KE. Fischer u. FE. Otto, Ber. chem. Ges. $6, 2112 (1903). 

%) K. Fischer u. J. Schenkel, Liebigs Ann. 354, 13—15 (1907). 

‘) Das betreffende Bleirohr (Clausthaler Hiittenweichblei) wurde uns 
mn der Firma Bleiwerke G. m. b. H. in Goslar geliefert. 
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rend der Stromdurchleitung wird durch beide Rohre ein kraftiger 
Wasserstrom gefihrt, wodurch eme [rhitzung des Elektrolyten 
vermieden wird. Als lektrolytflissigkeit diente 20°/jige Schwefel- 
siure. Der Anodenraum ist vom Kathodenraum durch einen 
porosen Tonzylinder (7) von etwa 125 cem Fassungsvermégen 
vetrennt. Die INathodenfliissigkeit betrigt 50 cem. Wir haben 
vefunden, dai die Reduktion dann optimal verléuft, wenn das 
zahlenmiBige Verhiltmis der Kathodenoberfliche (ausgedriiekt in 
qem) zum Volumen der Kathodenflissigkeit (in cem) 3:1 ist. Die 
ganze Apparatur steht in einem Becherglas; die Menisken der 
Anoden- und Kathodenfliissigkeit sollen in ungeféhr gleicher Hohe 
vehalten werden. 

Vor der eigentlichen Reduktion wird die Kathode folgender- 
maben priépariert. Der Anoden- und der Kathodenraum werden 
zu vleicher Hohe mit 20°/,iger Schwefelséure gefillt. Dann wird 
die innere Klektrode AV mit dem positiven Pol einer starken Strom- 
quelle verbunden (wir verwandten das stiidtische Gleichstromnetz 
von 220 Volt), die auBere Klektrode 4 mit dem. negativen Pol. 
Zugleich wird ein kraftiger Wasserstrom durch die Bleirohre ge- 
leitet. Man elektrolysiert nun bei einer Stromkonzentration von 
200 Amp./cdem etwa 4/, Stunde lang.!) Dabei tberzieht sich das 
Bleirohr Jv mit einem festhaftenden Uberzug von Bleisuperoxyd; 
dieses Rohr wird nun mit Wasser ausgekocht, anschlieBend mit 


heiBem Alkohol abgespiilt und getrocknet. | 
Zur Reduktion der Dioxopiperazine wird die Apparatur wieder — ff 

zusammengesetzt und die Lésung des betreffenden Dioxopiperazins , 
(etwa 1 ¢ in 50 eem 20°/jiger Schwefelsiéure) in den Tonzyvlinder 

gegossen. Der iiuBere Anodenraum wird mit 20°/jiger Schwefel- I 
siiure bis zur gleichen Hohe aufgefillt. Jetzt wird unter kraftiger \ 
Wasserkiihlung bei emer Stromstarke von 10 Amp. 11/, Stunde 

clektrolysiert, wobe1 das innere Rohr /y natirlich als Kathode ( 
henutzt wird.2) — Dann gieBt man den Inhalt des Tonzylinders | 


in einen Destillierkolben und setzt darauf unter auBerer Kiihlung 
soviel festes Atzkali zu, wie dem halben Gewicht der Lésung ent- 
spricht. Die Piperazine werden nun mit Wasserdampf tibergetrieben. 





') In unseren Versuchen war somit — bei Verwendung von 50 ccm 
Kathodenfliissigkeit — die Stromstirke auf 10 Amp. einzustellen; dabei 
wurde cine Klemmenspannung von etwa 9 Volt beobachtet. T 


*) Nach beendeter Reduktion spiilt man die Elektroden kraftig mit 
Wasser ab und prapariert die Kathode wieder wie oben beschrieben. Dic 
trockene Kathode ist in diesem Zustande jederzeit gebrauchsfertig. 
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Wenn keine basischen Stoffe mehr wherdestillieren, wird das 
Destillat mut Salzsiiture eben angesiuert und im Vakuum = zur 
Trockne gebracht. Der krystalline Riickstand wird in etwa 5 cem 
10° /,iger Salzsiure gelést und zuniichst mit wenig 50°/piger Gold- 
chloridl6sung versetzt, wobel schmierige Verunreinigungen aus- 
fallen, von denen abfiltriert wird. Bei weiterem Zusatz von Gold- 
chlorid erfolgt die Fallung des krystallinen Piperazinchloroaurates. 
Dieses wird in wblicher Weise aus verdiinnter Salzsiiure unter 
Zusatz von etwas Goldchlorid umkrystallisiert. 


Piperazin aus 3,5-Dioxopiperazin. 


Das Chloroaurat gibt nach dem Trocknen im Vakuum 
her $0° folgende Analyse: 

4,932 mg Substanz gaben 1,18 mg CO,+0,77 mg HO + 2,532 mg Au. 
CH, )No(HAuCl,), (766,2) Ber. C 6,27°/, H 1,58°/, Au 51,48°/, 

Gef. ,, 6,53 ae » 51,34 

Das Chloroaurat hat die Krystallform und die Léslichkeit des 
aus kéufhiechem Piperazin gewonnenen Goldsalzes.  Beide Salze 
firben sich bei 260° dunkel, und werden bei 270° sehwarz, ohne 
zu schmelzen. Ausbeute 1,8 ¢ Chloroaurat aus 1,0 ¢ 3,5-Dioxo- 
piperazin, d. i. etwa 27°/) der Theorie. 

Die Dibenzoylverbindung wird durch Zersetzen des Chloro- 
aurates mit Schwefelwasserstoff in tiblicher Weise und nachfolgen- 
der Benzoyherung nach Schotten-Baumann in’ Gegenwart 
10°/,iger Natronlauge gewonnen. Die Ausbeute ist schlecht. Die 
aus verdiinntem Methylalkohol gewonnenen Krystalle zeigen den 
reforderten Schmelzp. 193°.4) Der Mischsehmelzpunkt mit der aus 
kiéiuflichem Piperazin hergestellten Dibenzoylverbindung ist un- 
verindert. 

3e1 dieser Gelegenheit wurde an kéuflichem reinen Piperazin 
lie Be nzoylierung in 10°/jiger Natronlauge quantitativ verfolgt. 
'rotz Verwendung eines reichlichen Uberschusses an Benzoyl- 
chlorid wurde nur eme Ausbeute von 35°/, der Theorie an Di- 
benzoat. erzielt. 


-Methvlpiperazin ans 2-Methyl-3,5-dioxopiperazin. 

Das Chloroaurat, von dem 1,98 ¢ aus 0,72 ¢ des Dioxo- 
piperazins (45°/, der Theorie) erhalten eden, cibt nach dem 
Trocknen folgende Analysenzahlen: 


') A.W. Hofmann, Per. chem. Ges. 23, 330 (1890) gibt den Schmelz- 
punkt 191° an 
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4,931 mg Substanz gaben 1,40 mg CO, -+ 0,81 mg H,O + 2,478 mg Au. 


11,86 mg i. » 5,89 mg Au. 
13,25 mg " " 6,70 mg Au. 
C,H,.N.(HAuCl,), (780,2 
Ber. © 7,69°/, H 1,81°/, Au 50,559/, 
Gef. ,, 7,74 » 1,84 » 90,35, 50,43, 50,68 


Das Salz hat die gleichen Eigenschaften und = denselben 
Schmnelzpunkt wie das Chloroaurat der aus EiweiB dargestellten 
Verbindung CsH Ne (vgl. $8. 140). Der Mischsehmelzpunkt zeigt 
Keme Depression. 


Das Chloroplatinat wird aus dem Chloroaurat in iblicher 


Weise dargestellt; auch dieses Salz verhalt sich ganz analog dem 
entsprechenden aus EiweiB dargestellten Chloroplatinat (5. 140). 


2-lsopropylpiperazin aus 2-[sopropyl- 
3,5-Dioxopiperazin. 


Das Chloroaurat (0,75 g aus 0,5 g Dioxokérper = 29°/, der 


Theorie) hefert nach dem Troeknen foleende Analysendaten: 


6,008 mg Substanz gaben 2,290 mg CO, -++ 1,27 mg H,O + 2,923 mg Au. 
C>H,,N,(HAuCl,), (808,2) 
Ber. C 10,39°/, H 2,24°/, Au 48,80°/, 
CGef. ,, 10,40 99 2d 5, 48,65 


Das Salz schmilzt unter Zersetzung ber 248° Der Schmelz- 
punkt emes Gemisches mit dem aus iweif gewonnenen Chloro- 
aurat von derselben Bruttoformel (S$. 188) ist unveréindert. Auch 
in den anderen Kigenschaften stimmen diese Stoffe wberein. 

Das Pikrat, das Chloroplatinat und die Dibenzoy!]- 
verbindung zeigen ebenfalls dieselben Kigenschaften wie die cnt- 
sprechenden Verbindungen der aus Gliadin dargestellten Base 
C,H,,No. 


Der Notgememschaft der Deutschen Wissenschaft danken wir 
fir Mittel sowie fir die Gewahrung emes Stipendiums an emen 
von uns (i. B.). 
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Uber das Absorptionsspektrum 
des Bilirubins in verschiedenen Lésungsmitteln. 


II. Mitteilung. 


Von 
P. Miiller und L. Engel. 


Mit 6 Figuren im Text und auf Tafel I. 


(Aus der Medizinischen Klinik Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1931.) 


Wir haben vor emiger Zeit wher das Absorptionsspektrum 
des Bilirubins in Chloroform und ,,Alkohol* berichtet.. Wir salen 
dabei, daB es nieht modglich ist, das Bilirubin aus seiner Lésung 
in Chloroform in eine echte, molekulare Losung in Alkohol iiber- 
zuftithren. Man erhaélt vielmehr stets kolloidale Lésungen, deren 
\bsorptionsspektrum ein anderes ist als das des molekular ge- 
losten Bilirubins in Chloroform. 

Anders verhalt es sich, wenn man das Bilirubin mittels Alkali 
in alkoholische Lésung bringt. 

Bilirubin lést sich auBer in den organischen Lésungsmitteln 
Chloroform, Bromoform, Tetrachlorkohlenstoff, in geringem MaBe 
auch Aceton in den Alkalien und den organischen Losungsmitteln 
stark basischen Charakters wie Pyridin und Chinolin unter Salz- 
hildung. Die Farbe dieser Salzlésungen des Bilirubins ist eine 
aidere wie die des Bilrubins in Chloroform. Dementsprechend 
ist auch das Absorptionsspektrum ein anderes. 

Das Absorptionsspektrum des Bilirubins in wiBrigen Alkalien 
iufzunehmen, ist sehr schwieriz, da diese Lésungen aufberordentlich 
lichtempfindlich sind. Mit dem Spektrophotometer die Ab- 
sorptionskurve aufzunehmen, ist tiberhaupt unmdglich, da die 
Losungen wihrend des Messens ihre Farbe und ihr Spektrum 
verandern. Heilmeyer?) hat darauf bereits hingewiesen. lin, 
wenn auch vielleicht nicht ganz genau, so doch anniéhernd den 
‘atsichhichen Verhaltnissen entsprechendes Bild von der Absorp- 
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tion des Bilirubins in Alkali erhalt man mit dem von uns an- 
vewandten und in der ersten Mitteilung*) niher besehriecbenen 
Verfahren. Nur mui man zu jeder Aufnalime bei neuer Schicht- 
dicke eime neue Lésung verwenden. 

Wir haben urspriinglich die L6sung nur von 10 zu 10 mm 
Schichtdicke, d.h. also nach je 10 Aufnalhmen, spater nach je 
2 Aufnahmen gewechselt. Aber selbst da zeigte sich noch eine 
deutliche Verinderung in der Absorption der zweiten Aufnahime. 
Also selbst nach einer Belichtung von nur einer Minute Dauer war 
das Spektrum bereits verandert. 

Wir gingen deshalb so vor, daB wir uns im Dunkeln, d. h. bei rotem 
Dunkelkammerlicht, gegen das die Bilirubinl6sungen unempfindlich | sind, 
cine 10 mg-° ,ige Stammlésung machten durch Auflésen von 2,5 mg Bilirubin 
in 0,5 cem n/10-NaOH und <Auffiillen mit destilliertem Wasser auf 25 ccm. 


Diese Stammildsung ist im Dunkeln wenigstens fiir einige Stunden haltbar. 
Sie reagiert gegen Phenolphthalein alkalisch. Wird das Bilirubin dagegen 


vanz inn 1O- oder n/1l0O-NaQOH gelést, so ist diese Lésung auch im Dunkeln 









nicht haltbar, sie verandert sich sofort, wenigstens bei Luftzutritt. Und ganz 
unter LuftabschluB laBt sich nicht arbeiten. Von dieser 10 mg-°/,igen Stamm- I 
ldsung bereiteten wir uns fiir jede Aufnahme, also alle Minuten, eine neuc 0 
2 mg-°/,ige Lésung durch Verdiinnen mit destilliertem Wasser im Verhaltnis | 
1:5. Unmittelbar darauf wurde diese jedesmal frisch hergestellte 2 mg-°/,ige d 
Losung in das BalygefiB gefiillt und bei jeweils neuer Schichtdicke eine Auf- 
nahme von je ciner Minute Belichtungszeit gemacht. ; 
Auf diese Weise erhilt man das in lig. 1, Taf. I wieder- ‘| 
. LI! 
cegebene Bald. 
¢ 
Der oberste Streifen ist wieder das Spektrum der Lichtquelle allein. \" 
° ‘ a ° ° ‘ . . 
Dann folgen die Spektren der Lésung in steigender Schichtdicke und zwar | 
von S—29 mm. Nur gingen wir in umgekehrter Reihenfolge vor, machten ae 
also zuerst die Aufnahmen bei dicken und dann bei diinneren Schichten. Bei St 
den untersten Aufnahmen war also die Lésung am frischesten. Die 4. Auf \) 
nahme von oben, also bei 11 mm Schichtdicke, ist durch ein Versehen aus- b] 
vefallen. 

Wie in Chloroform zeigt das Bilirubin auch hier keine konti- ‘ 
nuierliche Absorption des blauen und violetten Spektralbereichs, Kon 
sondern eine Bande. Das Maximum liegt aber nicht bei 450 s11, “l 
sondern wesentlich weiter nach dem violetten Knde des Spek- \}y 
trums zu verschoben, annihernd bei 420 uu. Der Anstieg der lie 
Absorptionskurve miiBte ahnlich wie beim ,,Alkohol**-Bilirubin bel 
flacher sein als beim Spektrum des Chloroform-Bilirubins. Denn 7 
auch duer ist der Ubergang vom lichtdurehlissigen Teil in den als 





lichtundurchlissigen kein scharfer, sondern ein allmiihlicher. nic 
AuBerdem ist die Bande wesentlich schwiicher als die des bili- 
rubins in Chloroform. Die Lésung ist doppelt so konzentriert wi 
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die zur Aufnahme des Spektrums von Chloroform-Bilirubin in der 
I. Mittelung verwandte. Und doch beginnt erst von etwa 12 mm 
Schichtdicke ab eine deutliche Absorption. Mit zunehmender 
Schichtdicke wird die Bande sehr rasch breiter, so daB man bald 
nicht mehr von einer Bande, sondern von einer Kindabsorption des 
violetten Teils des Spektrums sprechen muB. 

Eine Aufnahme der Absorptionskurve mit dem = Spektral- 
photometer ist, wie schon oben gesagt, nicht mdglich, da sich 
die Lésung zu rasch verindert. 

Wesentlich anders wird diese 2 mg-°/,ige Bilirubinlésung 
sowobl in ihrer Farbe und ihrem Absorptionsspektrum wie auch 
in ihrem Verhalten gegeniiber der Einwirkung von Licht, wenn 
wir die Verdiinnung aus der 10 mg-°/,igen Stammldsung nieht 
mit Wasser, sondern mit 96°/jigem Alkohol vornehmen. Wir 
hekommen so bei einer Verdiinnung 1:5 mit Alkohol eine Losung 
von Bilirubin in etwa 77°/jigem Alkohol. Das pu dieser Losung 
ist 6,5. Die Farbe erscheint als ein wesentliches reimeres Gelb 
ohne die Beimischung des rotbraunen Tones der Bilirubinatlésung. 
Im Gegensatz zu der ,,alkoholischen*S Bilirubinlésung, die auf 
dem friiher angegebenen Wege aus der Chloroformlésung  her- 
vestellt war, gibt diese Lésung von Bilirubin in Alkohol beim 
Lichtdurehtritt keinen Tyndalleffekt, ist vollkommen klar und 
tlockt auch bei langerem Stehen nicht aus. Es hegt also hier eine 
echte, molekulardisperse Lésung von Bilirubin in Alkohol vor. 
Von der waBrigen Loésung unterscheidet sie sich auBerdem noch 
dadureh, daB sie sehr lichtbestandig ist. Sie veriindert bei langerem 
. | Stehen im Dunkeln ihre Farbe nicht und wihrend der ganzen 
\ufnahme, also bei mindestens ?/,stiindigem Lichtdurechtritt 
bleiben Farbe und Spektrum das gleiche. 

Die obengenannten Unterschiede gegeniiber der kolloidalen 
ilkoholische’ und der waBrigen Lo6sung treten auch 1m <Ab- 
sorptionsbild (Fig. 2, Taf. I) in Erscheinung. Wie die Farbe rein 


selb, gleich der der Chloroformlésung ist, so gleicht auch das 
\bsorptionsspektrum nahezu vollkommen dem der Chloroform- 
r losung. Hier wie dort haben wir das Maximum der Absorption 
1 bei 450 un, den scharfen Ubergang von Licht in Schatten beim 


Beginn der Absorption vom langwelligen Spektralbereich aus, 
also den steilen Anstieg der Absorptionskurve, und den langsamen, 
nicht mehr vollstindigen Abfall nach dem ultravioletten Teil des 
Spektrums zu. Nur ist gegeniiber der Chloroformlésung, wieder 
vin Unterschied in der Farb- und damit auch in der Absorptions- 
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intensitét. Farbe und Spektrum der 2 mg-°/,igen alkoholisechen 
Losung entsprechen etwa dem der 1 mg-°/,igen Chloroformlésung. 
Auch die spektrophotometrisch aufgenommene Absorptions- 


kurve dieser Losung (Fig. 3, Kurve Il) gleicht voéllig der der 
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Chloroformlésung (Fig. 3, Kurve f). Das Maximum liegt bei 
450 un, der Gipfel ist aber etwas niedriger. Die diesen und den 
ibrigen Kurven zugrunde liegenden Extinktionskoeffizienten fiir 
die Konzentration 10 mg-°/, sind in der nachfolgenden Tabelle zu- 
sammengestellt. 

Kine ganz abnliche Absorptionsbande, nur etwas nach dei 
kurzwelligen Spektralbereich verschoben, erhaélt man bei stérker 
alkalischer Reaktion. 

Wir haben zu diesem Zweck die 10 mg-°/jige waBrige Stamu- 
losune nicht mit 969/,1gem Alkohol. sondern mit emer n/10- 


alkoholisehen NaOH im Verhiltnis 1:5 verdiinnt. Diese Losung 
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Tabelle der Extinktionskoeffizienten von Bilirubin in 
verschiedenen Lésungsmitteln. Konzentration 10 mg-°/, 








Extinktionskoeffizienten fiir Bilirubin 10 mg-°/, in 
“aonges H,0 kolloidal 
linge jue Ie , n/10-alkoh. 3 S0noia 
~ MY CHC, | Alkohol WoO I _ aT 
550 0,04 0,17 0,17 0,12 0,26 0,12 
530 0,12 0,20 0,30 0,60 0,46 0,56 
510 0,34 0,76 0,838 1,88 1,96 1,84 
500 0,99 — 1,75 ~— ~—- 2,22 
493 1,88 3,00 2,65 2,98 3,72 2,82 
480 5,46 6,08 4,92 3,60 4,54 3,52 
470 8,42 8,26 6,71 4,32 5,08 3,82 
460 9,56 9,25 7,66 4,80 5,72 4,38 
450 — 9,26 8,08 5,38 6,45 4,82 
440 - 9,25 | 8,35 5,90 6.94 5,02 


reagiert gegen Phenolphthalein alkalisch, wiihrend das px der 
ulkoholischen Lésung ja 6,5 war. 

Fig. 4, Taf. I zeigt das Absorptionsbild dieser alkalisch-alko- 
holischen Bilrubinlésung. Das Absorptionsmaximum liegt bei etwa 
430 wu. Anstieg und Abfall der Kurve sind ahnlich wie bei der 
vorigen Lésung. Feinere Einzelheiten bzw. Unterschiede kommen 
nur auf der Absorptionskurve zum Ausdruck. Auffallend ist, dab 
trotz der stark alkalischen Reaktion die Lésung ziemlich licht- 
bestindig ist. Die Aufnahme wurde in allen Schichtdicken ohne 
lurneuerung der Lésung vorgenommen, ohne daB sich Barbe und 
Absorption verainderten. 

Das gleiche zeigte sich auch bei der spektrophotometrischen 
Aufnahme der Absorptionskurve. Die ersten bei 440 und 450 my 
vemessenen lixtinktionskoeffizienten hatten sich nach dem Durch- 
messen der ganzen Kurve nicht verindert. Die Kurve (Fig. 8, 
\urve IIT) ist nicht ganz die gleiche wie die der alkoholischen 
bilirubinlésung. Besonders in ihrem oberen Teil, also gegen das 
\bsorptionsmaximum zu, weicht sie deutlich von ihr ab. Der 
\nstieg wird ein flacherer, der Gipfelpunkt ist bei 440 wu noch 


nicht erreicht — nach der Aufnahme des Spektrums mit dem 
Spektrographen liegt er ja bei etwa 430 44 — und die Licht- 


extinktion ist bei entsprechender Wellenlinge eine geringere wie 
i der alkoholischen und Chloroformlésung. 

Wahrend es sich bei den bisher genannten Dilirubinlésungen 
iin molekular-disperse Lésungen von Bilirubin in Form seines 
Aikalisalzes in Wasser oder Alkohol handelte, kann man_ Bili- 
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rubin nach einem Vorschlag von H. Fischer®) aueh in kolloidaler 
Form in wibrige Losung bringen und zwar mit Hilfe von Gallen- 
siiuren. Hl. Fischer verwandte Taurocholsiiure. Wir benutzten, 
da wir keine reine Taurocholsiure besaben, die von Merek in 
krystallisiertem Zustand gelieferte Cholsiiure, Acidum cholalicum. 

2.5 mg Bilirubin und 2,5 mg Cholsiure wurden zusammen auf einem 
Uhrschalchen auf der Mikrowage abgewogen und in 0,5 cem = n/l0-NaOQH 
velést, mit destilliertem Wasser in ein 25 ceom-MeBkélbchen gespilt und nach 
Zugabe von 0,5 cem n/10-HCl mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Man 
erhalt auf diese Weise eine vollkommen klare, kolloidale Lésung, die sich auch 
bei langerem Stehen nicht entmischt, im durchfallenden Licht cinen starken 
Tyndalleffekt zeigt und im Dunkeln aufbewahrt, ihre Farbe langere Zeit 
unverdindert behalt. Gegen Licht ist sie aber wesentlich empfindlicher als 
die alkoholische Bilirubinlésung. Aus dieser Stammlésung wurde zu den Auf- 
nahmen und Messungen die jeweilige Konzentration durch Verdiinnen mit 
Wasser hergestellt. 

Die in Fig. 5, Taf. I wiedergegebenen Aufnahmen stammen 
von einer solehen 2,5 mg-°/j1gen Lésung. Nach je 8 Aufnahmen 
wurde das BalygefiB neu geftillt, nachdem sich gezeigt hatte, dah 
bei Mingerem Lichtdurehtritt das Spektrum sich merklich verindert. 

Die Banden dieser L6sungen unterscheiden sich von allen, 
die wir bisher kennen lernten, dadurch, dab sie eimen doppelten 
Gipfel haben. Der Abfall vom Gipfelpunkt nach dem langwelligen 
Spektralbereich zu ist unterbrochen durch eine nochmalige Er- 
hebung bei etwa 485 uu. Sie tritt auf den Aufnahmen nur in 
veringer Schichtdicke mm EHrscheinung, ist aber ber allen Lésungen 
deutheh vorhanden. Wir haben den Versuch noch zweimal an 
verschiedenen Tagen wiederholt und auch da das gleiche Spek- 
trum erhalten. In gréBerer Schichtdicke verschmelzen die beiden 
Spitzen zu einer gememsamen, breiten Bande, deren Mitte bei 
etwa 445 vu liegt. Der in den diinneren Schichtdicken von 7 bis 
3mm deutlich in Krschemung tretende Hauptgipfel legt bei 
450 —420 nu. 

Was die Form des Absorptionsspektrums anbelangt, so is! 
die auffallende Breite der Bande zu erwiihnen, die bereits be 
mittlerer Schichtdicke sehr deutlich ist und nach unten immer 
weiter zunimmt. Ein direkter Vergleich mit dem Spektrum der 
Chloroformlésung ist nicht modglich, da die WKonzentration de 


Losung eine hohere ist. 

Der bereits oben fir die wiBrigen und alkoholisehen  Bill- 
rubinlOsungen vermerkte, mit dem Auge schon sehr deuthieh walir- 
nehmbare Unterschied in der Farbintensitét gegeniiber der Chloro- 
formlésung, ist auch hier bet der kolloidalen Lésung vorhanden. 
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Kr findet semen Ausdruck darin, da®B die erste Absorption hier 
hei der gleichen Schichtdicke erfolgt wie bei der Chloroform- 





losung, wober aber die Iwonzentration 2,5mal so grob ist. 

Da diese kolloidalen Dilirubmlosungen wesentlich weniger 
die Absorption auch mit dem Spektralphotometer messen. Wir 
haben dies 8mal bei dret verschiedenen Losungen gemacht, aber 


emptindlich gegen Licht sind als die waBrig-alkalischen, kann man 


jodesmal eine etwas andere Kurve bekomimen (Tig. 6). Der Anstieg 
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Fig. | 
st kein gleichmiBiger, sondern unregelmabig und weist  Iriim- 
mungen auf. Gemeinsam ist nur allen 3 Kurven, dai bei 440 wx 





das Maximum der Absorption noch nicht erreicht ist, was ja mit 
den spektrographischen Aufnahmen tiberemstimmt. Dab der 
A\nstieg der Absorptionskurven me der gleiche ist, kann = micht 
weiter verwundern, wenn man bedenkt, daB es sich um kolloidale 
Losungen handelt, in denen der L6sungszustand des Bilirubins 
und die TeilechengréBe nie genau die gleichen sind. 


Zusammenfassung. 
Die bisherigen Untersuchungen tiber das spektrale. Verhalten 
Bilirubins zeigten, daB ihm in all den genannten und unter- 
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suchten) Losungsmitteln eine scharf umschriebene Absorptions- 
bande zukonimt, deren Lage und Art fiir jedes Loésungsmittel 
eine andere ist. Mit zunehmender Alkalitat der Lésung wird die 
Absorptionsbande nach dem violetten [nde des Spektrums zu 
verschoben, ihre Starke nimmt ab und der Anstieg der Kurve 
wird ein flacherer, die Abgrenzung der Bande also eine unschirfere. 


Literatur. 


Heilmeyer, Biochem. Z. 232, 229 (1931). 


By 
2. Miller u. Engel, Diese Z. 199, 117 (1931). 
3. H. Fischer, Diese Z. 73, 239 (1911). 











Acetylcholin im Rinderblut. 
3. Mitteilung. 


Von 


C. Bischoff, W. Grab und J. Kapfhammer. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen und dem Pharmakologischen Institut 
der Universitit Freiburg im Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9%. Juli 1951.) 


In unserer vorangegangenen 2. Mitteilung!) beschiftigten wir 
uns mit dem biologischen Nachweis des Acetylcholin im Rinder- 
blut. Durch Vergleich mit den physiologischen Wirkungen be- 
kannter Acetylcholinmengen ermittelten wir die in den Blutfiltraten 
vorhandene Menge des physiologisch wirksamen Acetylcholin inner- 
halb der Fehlergrenzen biologischer Auswertungen. Die physio- 
logische Wirksamkeit der eiweiBfreien Blutfiltrate, die wir am 
isolierten Froschherz, am iiberlebenden Meerschweinchen- und 
Kaninchendarm und im Blutdruckversuch an der Katze gepriift 
hatten, lieB sich, wie das fiir die biologische Auswertung erforder- 
lich ist, streng auf die Anwegenheit von Acetylcholin beziehen. 
Ks gelang, die durch die Awgwesenheit des Acetylcholin hervor- 
serufenen Wirkungen von genen ihnlich wirkender Stofle ab- 
zugrenzen. Diese Aufgabe #vurde einmal dadurch erleichtert, dab 
es méglich war, die Wirkungen der Blutfiltrate sowie diejenige 
des reinen Acetylcholin durch kleinste Atropingaben zu unter- 
driicken, ferner dadurch, daB das Acetylcholin seine physiologische 
Wirksamkeit auch noch in solchen Verdiinnungen behilt, in denen 
die unvermeidlichen Begleitstoffe bereits nicht mehr wirksam sind. 
Mit Hilfe dieser biologischen Verfahren haben wir die Mengen 
Acetylcholin, die in den Filtraten von 82 verschiedenen Blut- 
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proben in wirksamer Form vorlagen, bestimmt. Wir berechneten 
daraus einen bei den verschiedenen Blutsorten schwankenden 
Acetylcholingehalt: unter den 32 Blutproben, die von 32 ver- 
schiedenen Rindern stammten, waren 20, bei denen der Wert 
der biologisch gefundenen Acetylcholinmengen zwischen 5 und 
55 mg je Liter Blut lag, in 9 Blutproben war er niedriger, und 
in 3 Fillen war iiberhaupt keine acetylcholinahnliche Wirkung 
der Blutfiltrate nachzuweisen. 

Die vorliegende Arbeit bringt die Ergebnisse der chemischen 
Untersuchung aller vorher im physiologischen Versuch gepriften 
Blutfiltrate; sie beweist, daB die Ergebnisse der chemischen 
Untersuchung den Ergebnissen der physiologischen Priifung nicht 
entsprechen. Die chemische Untersuchung zeigt nimlich, dab 
auch aus Blutproben, die im physiologischen Versuch unwirksam 
waren und also kein physiologisch-wirksames Acetylcholin ent- 
halten sollten, Acetylcholin gewonnen werden konnte. Dieser 
Befund ist iiberraschend. Nehmen wir die aus der chemischen 
Untersuchung berechneten Durchschnittswerte aller unserer bisher 
untersuchten Frischblutproben (20), so kommen wir auf einen 
Gehalt von 27,3 mg Acetylcholin in 1 Liter Rinderblut. Auch 
dieser Befund iiberraschte uns: denn er stimmt sehr gut mit 
unserer friiheren und ersten Angabe iiberein?), da8 wir aus 
25 Liter Rinderblut 28,5 mg Acetylcholin je 1 Liter in Form 
seiner Reineckeverbindung dargestellt haben. 

Wie sind diese Verschiedenheiten in den Ergebnissen der 
physiologischen und der chemischen Untersuchung zu erkliren? 
Vorliufig mufs man sich wohl mit der Annahme bescheiden, dah 
das <Acetylcholin in den Blutfiltraten in einer physiologisch 
noch unwirksamen Form enthalten sein kann, aus der es erst 
durch den chemischen Arbeitsgang freigemacht wird. Diese An- 
nahme wird gestiitzt durch einen weiteren iiberraschenden Befund, 
daB wir niimlich aus Blut, das wir vor seiner Aufarbeitung 
kiirzere oder liingere Zeit stehen lieBen, ebenfalls Acetylcholin 
gewinnen konnten, obwohl die physiologische Priifung die An- 
wesenheit des Acetylcholin eigentlich ausschlob. Die Verhialtnisse 
liegen jedoch noch unklar, denn bei mebreren der untersucliten 
Frischblutproben stimmten zwar die Ergebnisse der physiologischen 
und chemischen Analyse iiberein, bei anderen aber blieben dic 
physiologisch ermittelten Werte weit hinter den chemisch ge- 
fundenen zuriick; und bei jenen Blutproben, die vor der Unter- 
suchung 2 Stunden und linger bei Zimmertemperatur gestanden 


*# 





ee ee cea ~ 
























ft 


Acetylcholin im Rinderblut. 155 


hatten, lagen auch die chemisch ermittelten Werte niedriger als 
im Frischblut gleicher Herkunft. Diese niedrigen Werte lagen 
aber immer noch weit iiber den physiologisch ermittelten; meist 
fanden wir im ,gestandenen* Blut bei der physiologischen Prii- 
fung nur sehr wenig oder gar kein Acetylcholin mehr. Ob und 
wieweit hier jene Blutesterase, die das Acetylcholin aufspalten 
soll, daran Schuld hat oder ob andere Vorgiinge hineinspielen, 
hoffen wir durch Modellversuche, mit denen wir uns zur Zeit be- 
schiiftigen, aufkliren zu kénnen. 

Unsere Befunde, daB sich Acetylcholin im Rinderblut mit 
den iiblichen physiologischen Methoden nachweisen libt, stehen 
im Gegensatz zu den Beobachtungen von Wrede und Keil’) 
und von Dale und Dudley‘). Wir bemerken hierzu, dab 
auch wir unter insgesamt 34 Rinderblutsorten, die von 34 ver- 
schiedenen Tieren stammten, 5 Blutsorten hatten, in denen 
die physiologische Priifung ebenfalls keinen Anhaltspunkt fiir die 
Anwesenheit des Acetylcholin ergab; vier dieser Blute untersuchten 
wir chemisch, und wir fanden auch darin Acetylcholin. Wir 
schlieBen daraus, daB es Fille gibt, in denen sich eben nur ein 
Teil des tatsichlich im Blut vorhandenen Acetylcholin physio- 
logisch nachweisen lift, wihrend die chemische Bestimmung 
die Gesamtmenge des im Blut vorhandenen Acetylcholin erfaBt. 
Wir stimmen daher vollkommen mit Wrede und Bruch’®) 
iiberein, die betonen, ,,daB beim physiologisch-chemischen Arbeiten 
der Nachweis eines Stoffes grundsitzlich durch Isolierung, Iden- 
tifizierung (Schmelzpunkt, Analyse usw.) und Wigung erbracht 
werden sollte. Die Methode, eine Substanz durch ihre physio- 
logische Wirkung zu bestimmen, namentlich in bezug auf ihre 
(Juantitit, sollte nur dann herangezogen werden, wenn die Be- 
stimmung mit der Waage durchaus nicht mdglich ist“. 


Unser Arbeitsgang gibt die mehrfach gesicherte Gewiihr, dab 
es gelingt, unter Kinhalten bestimmter Versuchsbedingungen Acetyl- 
cholin aus Rinderblut zu gewinnen. 

Er sei kurz zusammengefaBt: 

1. Entfernung der EiweiBstoffe mit Alkohol und Trichlor- 
essigsiure oder mit Metaphosphorsiure. 

2. Ausfallen des Acetylcholin mit Reineckesiiure. 

3. Untersuchung der Reineckeverbindung des Acetylcholin; 
‘ie krystallisiert in langgestreckten Rhomben (vgl. die Figur in 
der 1. Mitteilung); Winkel @ = 17,5° (Fig. 1). 

11° 





156 C. Bischoff, W. Grab und J. Kapfhammer, 


Die Reineckeverbindung des Cholin krystallisiert in sechs- 
seitigen Tafeln; Winkel @ = 125,5°, 8 = 117,3°, y = 117,3°(Fig. 2). 








Fig. 1 Fig. 2 


4. Die Acetylcholin-Reineckeverbindung schmilzt bei 173° 
(unkorr.). Die Reineckeverbindung des Cholin ist bei 250° noch 
nicht geschmolzen. 

5. Uberfiihren der Reineckeverbindung in das Acetylcholin- 
goldsalz, das bei 168° (unkorr.) schmilzt. 

6. Analyse des Goldsalzes: es wurde Au, N, C, H und die 
Acetylgruppe [nach Pregl]®)] bestimmt. 

7. Ubertiihren des analysierten Goldsalzes in das Acetyl- 
cholinchlorid [nach Dudley.*)] 

8. Priifung dieses Acetylcholinchlorids im _physiologischen 
Versuch. 

In allen Fillen zeigte nicht nur die chemische 
Analyse, sondern auch die physiologische Priifung, dab 
es reines Acetylcholin war, das wir aus dem Rinderblut 
isoliert hatten. 

Die Tab. 1 enthilt die Ergebnisse unserer simtlichen physio- 
logischen und chemischen Untersuchungen an frischem Rinder- 
blut. Sie zeigen, da Rinderblut, wenn es mit unserem chemischen 
Verfahren mit Hilfe der Reineckesiiure aufgearbeitet wird, regel- 
miBig Acetylcholin enthilt. 

Die in den Tabb. 1 und 2 aufgefiihrten, chemisch ermittelten 
Acetylcholinwerte sind berechnet aus den analysierten Goldsalzen. 

In 20 Versuchen zu je 1 Liter wurden insgesamt 548,5 mg, 
also durchschnittlich 27,4 mg in 1 Liter Frischblut gefunden. 

Im oberen Teil der Tabelle sind die Ergebnisse von 9 Ver- 
suchen miteinander verglichen, in denen die physiologisch er- 
mittelten Werte mit den chemisch gefundenen annihernd iiber- 
einstimmen. Der chemisch ermittelte Durchschnittswert ist 
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267,6:9 = 29,7 mg Acetylcholin je 1 Liter Rinderblut; der bio- 
logisch bestimmte betrug 259,7:9 = 28,9 mg. 
Im unteren Teil der Tabelle sind die Ergebnisse aus elf physio- 


> logischen und chemischen Untersuchungen gegeniibergestellt, bei 
denen die physiologische Bestimmung wenig oder gar kein Acety]l- 

— » . . ee . ° be 

cholin anzeigt, wihrend die chemische Untersuchung einen Durch- 


> schnittswert von 280,9:11 = 25,5 mg Acetylcholin je 1 Liter 
Rinderblut gibt. ° 


Tabelle 1. 














5 Acetylcholinehlorid gefunden 
' — pin " nach dem | nach dem Enteiweibt 
Nr.*) 2. Mitteilung biologischen chemischen mit 
Verfahren Verfahren 
in mg in mg 
3 XX 27 28,2 30,2 P.**) 
4 28 30,0 39,9 Tr. ***) 
5 XXI_ 29 40,0 39,6 P, 
6 30 31,5 32.5 Tr. 
7 31 30,0 | 30,3 at 
9 XXII 32 20,0 21,0 P. 
10 33 20,0 20,7 Tr. 
11 XXIII 34 40,0 34,5 Tr. 
, 24 XXVIII 42 20,0 18,9 P. 
1 XIX 25 2 18,2 Tr. 
2 26 1 14,1 P. 
14 XXIV 36 15 | 32,6 Tr. 
15 XXV_ 37 2 24,2 Tr. 
21 XXVI 41 10 35,8 Tr. 
25 XXVIII 43 0 | 18,6 P. 
28 XXIX 44 125 | 24,6 Tr. 
/ 32 XXX — 0 32,5 Tr. 
33 45 0 | 31,0 P. 
35 XXXIII — 0 28,1 Tr. 
39 XXXIV — 0 21,2 r, 











Die Tab. 2 zeigt, daB der Acetylcholingehalt des Blutes beim 
Stehen abnimmt. 


*) Vgl. Versuchsteil. 
**) Metaphosphorsiiure. 
***) ‘Trichloressigsiure. 





158 C. Bischoff, W. Grab und J. Kapfhammer, 


Tabelle 2. 

















Acetylcholinchlorid 
Ver- gefunden Ent- 
Versuchs-Nr. aus —_—_—— — ‘ 
suchs- ee nach dem | nach dem | eiweiBt 
Ny der 2. Mitteilung biologischen chemischen “ie 
— Verfahren | Verfahren 
inmg | in mg 

5 XXII 29 frisch 40,6 39,6 < 

6 mM. « 31,5 32,5 Tr. 

7 ee 30,0 30,3 Tr. 

§ — 8 Stdn. alt 1,3 24,0 7. 
11 XXIII 34 frisch 40,0 34,5 Tr. 
13 — 2 Stdn. alt 0 21,6 (3 
15 XXV_ 87 frisch 2,0 24,2 ee, 
17 — 8 Stdn. alt 2.0 16,0 Tr. 
16 38 frisch 4,0 14,2 ar. 
18 — 8Stdn. alt 2,0 9,0 a 
25 XXVIII 43 frisch 0 18,6 r. 
26 — 8 Stdn. alt 0) 14,1 rs 
27 —iy « 0 3,9 P. 
28 XXIX 44 frisch 1,25 24,6 af. 
29 — 4Stdn. alt 0,75 16,0 pin 
30 — 8s ,, a 0,5 | 10,8 ae. 
31 — 48 ,, . 0 | 2,8 ae. 
82 XXX — frisch 0 | 32,5 Tr. 
83 45 ,, 0 81,0 P. 
34 — 24Stdn. alt 0 6,6 P. 
35 XXNIII — frisch 0 | 28,1 Tr. 
36 — 2Stdn. alt 0 14,4 =. 
37 — ae 0 | 12,4 7Y. 
38 we ~ 0 | 5,7 Tr. 
39 XXXIV — frisch 0 | 21,2 Z 
40 — 2 Stdn. alt 0 | 11,2 r. 
41 =" ae 0 | 9,0 P. 
42 —i18, , 0 4,7 r. 

Versuchsteil. 


Fiir jeden Versuch wurde 1 Liter Rinderblut verwendet. Un- 
mittelbar nach der Blutentnahme wurde 1.6 g wasserfreie Oxal- 
siure zu 1 Liter Blut zugesetzt. Zwischen Blutentnahme und 
EnteiweiBung lag ein Zeitraum von etwa 15 Minuten. Wir ent- 
fernten die KiweiBstoffe mit ganz verschiedenen Mitteln: entweder 
mit Alkohol und 20°/,iger wiBriger ‘l'richloressigsiure oder mit 
5°/,iger wiiBriger Metaphosphorsiure. Von der friiheren Aui- 
arbeitung unterscheidet sich die jetzige dadurch, daB wir fiir 
1 Liter Blut 5 Liter 96°/,igen Alkohol verwendeten und daB wir 
das mit Trichloressigsiure versetzte Blutfiltrat statt 12 Stunden 
nur noch 2 Stunden im Kihlschrank aufbewahrten. Die weitere 
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Verarbeitung erfolgte so, wie in der 1. Mitteilung angegeben wurde. 
Aus 1 Liter Blut stellten wir uns etwa 100—200 ccm eiweibfreies 
Filtrat her, das wir dann mit 2g Reineckesiiure (in 20 ccm 
Wasser geldst) versetzten. Fiir das EnteiweiBen mit Metaphos- 
phorsiiure gilt folgendes: zu 1 Liter Blut gaben wir 1 Liter der 
5°/ igen wiBrigen Metaphosphorsiiurelésung. Nach 2stiindigem 
Stehen im Kiihlschrank filtrierten wir, preBten den Niederschlag 
ab, engten das Filtrat im Vakuum (etwa 12 mm Hg) bei 40° 
Wasserbadtemperatur auf 100—200 ccm ein und zentrifugierten 
schlieBlich. Zur klaren Lésung gaben wir dann eine Liésung von 
2 g Reineckeséure in 20 com Wasser. 

Die Reineckefaillung bleibt 2 Stunden im Kiihlschrank, wird 
dann abzentrifugiert und im Zentrifugenglas mit Kiswasser, Alkohol 
und Ather gewaschen. Den getrockneten Riickstand lésten wir 
in abs. Aceton; die Lésung filtrierten wir. Nach dem Abdunsten 
des Lésungsmittels und nach dem Trocknen im Exsiccator (iiber 
konzentrierter H,SO, oder P,O,) wurde der Riickstand gewogen. 
Wir untersuchten die Krystallform, nahmen den Schmelzpunkt 
und bestimmten den Stickstoffgehalt (Mikrokjeldahl). In allen 
unseren Untersuchungen geniigten Krystallform, Schmelzpunkt 
und Stickstoffanalyse den Anforderungen, so da8 wir auf deren 
einzelue Wiedergabe verzichten. Die Reineckeverbindung fiihrten 
wir in das Goldsalz iiber, dessen Schmelzpunkt und Misch- 
schmelzpunkt mit synthetisch hergestelltem Acetylcholingoldsalz 
wir jedesmal nahmen; in allen Fallen bestimmten wir auBerdem 
den Goldgehalt. Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff und Acetyl- 
gruppe des Goldsalzes bestimmten wir nur in Kinzelfillen (vgl. 
Versuch 2, 8, 13, 25, 28, 32, 33). Die Uberfiihrung der Reinecke- 
verbindung des Acetylcholin in sein Goldsalz fiihrten wir so 
durch, daB wir durchschnittlich 90°/, als Goldsalz erhielten. Es 
ist wichtig, daB man zum Fiillen der von der Reineckesiiure be- 
freiten Lésung (vgl. 1. Mitteilung) siurefreies Goldtrichlorid nimmt, 
wir verwendeten ein von der Firma Merck fiir uns besonders 
hergestelltes Goldtrichlorid, das nur Spuren von Goldchlorwasser- 
stoffsiure enthielt. Die Anwesenheit von Goldchlorwasserstoffsiiure 
bringt Verlust an Acetylcholin (Verseifen in Cholin und Kssig- 
siure!). Spitere Versuche zeigten uns, daB es geniigt, die im 
kiiuflichen Goldtrichlorid enthaltene Goldchlorwasserstoffsiiure durch 
Natriumbicarbonat zu neutralisieren. 

Das analysierte Acetylcholingoldsalz zerlegten wir dann nach 
der Vorschrift von Dudley.’) In allen Fallen haben wir die 
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daraus erhaltene Acetylcholinchloridlésung im _ physiologischen 
Versuch, meist im Blutdruckversuch an der Katze, auf ihre Wirk- 
samkeit gepriift. In allen Fallen zeigte der physiologische Ver- 
such, daB wir reines Acetylcholin in Hinden hatten. Von einer 
Wiedergabe der Kurven glauben wir absehen zu k6énnen, da 
unsere 2. Mitteilung die entsprechenden Abbildungen enthalt. 


Versuch 1. Rinderblut XIX (XIX, 25).*) 

EnteiweiBt mit Alkohol-Trichloressigsiiure (Alkoh. Trichl.). Erhalten 
46,5 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 18,2 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 48,8 mg, daraus ber. 18,2 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 2. Rinderblut XIX (XIX, 26). | 

EnteiweiBt mit Metaphosphorsiiure. Erhalten 42,3 mg _ Reinecke- 
verbindung, daraus ber. 16,5 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Gold- 
salz: 37,7 mg, daraus ber. 14,1 mg Ac.Ch. Chlorid. 

6,490 mg Substanz gaben 1,860 mg H,O, 4,135 mg CO,, 2,662 mg Au. 

Ber. C 17,31 °, H 3,82 °, Au 40,65 °/, 
Gef. ,, 17,38 » 3,21 . 41,00 

Acetylbestimmung: 12,590 mg Substanz verbrauchten, 2,61 eem 0,01 n- 

NaOH. 
CH,CO_ Ber. 8,86 °/, Gef. 8,92 °/, 

Versuch 3. Rinderblut XX (XX, 27). 

Metaphosphorsiiure, Erhalten 81,2 mg Reineckeverbindung, daraus 
ber. 31,7 mg Ae.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 80,7 mg, daraus 
ber. 30,2 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 4. Rinderblut XX (XX, 28). 

Alkoh, Trichl. Erhalten 107,1 mg  Reineckeverbindung, daraus 
ber. 41,9 mg Ac.Ch, Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 106,5 mg, daraus 
ber. 39,9 mg Ae.Ch. Chlorid. 

Versuch 5. Rinderblut XXI (XXI, 29). 

Metaphosphorsiiure. Erhalten 105,3 mg Reineckeverbindung, daraus 
ber. 41,2 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 105,7 mg, daraus 
ber. 39,6 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 6. Rinderblut XXI (XXI, 30). 

Alkoh. Trichl. Erhalten 83,3 mg _ Reineckeverbindung, daraus 
ber. 32,6 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 86,7 mg, daraus 
ber. 32,5 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 7. Rinderblut XXI (XXI, 31). 

Heiber Alkohol (60°), dann Trichl. Erhalten 82,7 mg Reinecke- 
verbindung, daraus ber. 32,3 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Gold- 
salz: 80,9 mg, daraus ber. 30,3 mg Ac.Ch. Chlorid. 


*) Die eingeklammerten Zahlen geben die Versuchsnummer des physio: 
logischen Vergleichsversuches an; vgl. 2. Mitteilung (a. a. O.). 
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Versuch 8. Rinderblut XXI. 

Nach 2stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. Trichl. Erhalten 
73,7 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 28,8 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 64,2 mg, daraus ber. 24,0mg Ac.Ch. Chlorid. 


8,845 mg Substanz gaben 2,610 mg H,O, 5,590 mg CO,, 3,610 mg Au. 


Ber. C 17,31 °/, H 3,32 °/, Au 40,65 "le 
Gef. ,, 17,24 » 3,30 ,, 40,82 


Acetylbestimmung: 14,510 mg Substanz verbrauchten 3,13 cem 0,01 n- 
NaOH. 

CH,CO Ber. 8,86 °/, Gef. 9,28 °/, 

Versuch 9. Rinderblut XXII (XXII, 32). 

Metaphosphorsiure. Erhalten 57,9 mg Reineckeverbindung, daraus 
ber. 22,6mg Ae.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 56,2 mg, daraus 
ber. 21,0 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 10. Rinderblut XXII (XXII, 33). 

Alkoh. Trichl. Erhalten 55,8 mg  Reineckeverbindung, daraus 
ber. 21,9mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 55,2 mg, daraus 
ber. 20,7 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 11. Rinderblut XXIII (XNIII, 34). 

Alkoh. Trichl. Erhalten 93,8 mg  Reineckeverbindung, daraus 
ber. 36,7 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefithrt in das Goldsalz: 92,2 mg, daraus 
ber. 34,5 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 12. Rinderblut XXIII (XXIII, 35). 

60° heiBer Alkohol, dann Trichl. Erhalten 55,3 mg Reinecke- 
verbindung, daraus ber. 21,6 ng Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Gold- 
salz: 48,9mg, daraus ber. 18,3 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 13. Rinderblut XXIII. 

Nach 2stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. Trichl. Erhalten 
60,8 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 23,8 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 57,6 mg, daraus ber. 21,6 mg Ac.Ch. Chlorid. 

6,010 mg Substanz gaben 1,820 mg H,0, 3,830 mg CO,, 2,451 mg Au. 

Ber. C 17,31 °/, H 3,32 °/, Au 40,65 °/, 
Gef. ,, 17,38 » 3,39 40,77 

Acetylbestimmung: 15,310 mg Substanz verbrauchten 3,07 cem 0,01 n- 

NaOH. 
CH,CO Ber. 8,86 °)/, , Gef. 8,62 °/, 

Versuch 14. Rinderbluc XXIV (XXIV, 36). 

Alkoh. Trichl. Erhaiten 98,5 mg _ Reineckeverbindung, daraus 
ber. 38,5 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 87,0 mg, daraus 
ber. 32,6 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 15. Rinderblut XXV (XXV, 37). 

Alkoh. Trichl. Erhalten 68,2 mg Reineckeverbindung, daraus 
ber. 26,7mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 64,6 mg, daraus 
ber. 24,2 mg Ac.Ch. Chlorid. 
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Versuch 16. Rinderblut XXV (XXV, 38). } 

Aikohol bei 80° abdestilliert, dann ‘Trichl. Erhalten 43,1 mg 
Reineckeverbindung, daraus ber. 16,9mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in 
das Goldsalz: 37,9 mg, daraus ber. 14,2 mg Ac.Ch. Chlorid. 


Versuch 17. Rinderblut XXYV. : 
Nach 8 stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. Trichl. Erhalten J 

48,0 ng Reineckeverbindung, daraus ber. 18,8 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 

gefiihrt in das Goldsalz: 42,9 mg, daraus ber. 16,0 mg Ae.Ch. Chlorid. /4 
Versuch 18. Rinderblut XXYV. 2 
Nach 8 stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. bei 80° abdest., dann 

Trichl.  Erhalten 27,3 mg Reineeckeverbindung, daraus ber. 10,7 mg !» 


Ae.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 24,0 mg, daraus ber. 9,0 mg 
Ac.Ch. Chlorid. } 

Versuch 19. Rinderblut XXV (XXV, 39, PreBsaft). | 

Alkoh. Trichl. Erhalten 48,0 mg Reineckeverbindung, daraus_ ber. | 
18,8 mg Ae.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 49,6 mg, daraus | 
ber. 18,6 mg Ae.Ch. Chlorid. 

Versuch 20. Rinderblut XXV (XXY, 40, Filtrat). 

Alkoh. Trichl. Erhalten 23,7 mg Reineckeverbindung, daraus_ ber. 

9,3 mg Ac.Ch, Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 20,9 mg, daraus ber. 3 
7,8 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 21. Rinderblut XXVI (XXYI, 41). 

Alkoh. Trichl. Erhalten 96,3 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 
37,7 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 95,6 mg, daraus 
ber. 35,8 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 22. Rinderblut XXVI. 

1 Liter Blut wird 8 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt, dann 
mit Alkohol gefiillt und filtriert. Filtrat (vgl. Versuch 23) entspricht 400 ecin 
Blut. Den durch Alkohol erzeugten Niederschlag preBten wir ab; der 
PreBsaft entspricht 600 cem Blut; er wird mit Trichloressigsiure enteiweiBt. 
Erhalten 56,7 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 22,2 mg Ac.Ch. Chlorid. 
Ubergefiihrt in das Goldsalz: 40,6 mg, daraus ber. 15,2 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 23. Rinderblut XXVI. 

Blut hat vor der Aufarbeitung 8 Stunden bei Zimmertemperatur ge- 
standen. Das Filtrat der Alkoholfillung entspricht 400 cem Blut (vgl. Ver- 
such 22); es wird mit Trichloressigsiiure enteiweiBt. Erhalten 17,7 mg 
Reineckeverbindung, daraus ber. 6,9 mg Ae.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in 
das Goldsalz: 10,6 mg, daraus ber. 4,0 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 24. Rinderblut XXVII (XXVII, 42). 

Metaphosphorsiiure. Erhalten 51,2 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 
20,0 mg Ae.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 50,6 mg, daraus 
ber. 18,9 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 25. Rinderblut XXVIIT (XXVIII, 43). 

Metaphosphorsiiure. Erhalten 51,9 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 
20,3 mg Ae.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 49,8 mg, daraus 
ber. 18,6 mg Ac.Ch. Chlorid. 
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6,255 mg Substanz gaben 1,800 mg H,O, 3,985 mg CO,, 2,565 mg Au. 
Ber. C 17,81 %, H 8,82 °/, Au 40,65 °/, 
Gef. ,, 17,38 3,22 41,02 

Acetylbestimmung: 12,370 mg Substanz verbrauchten 2,58 cem 0,01 n- 
NaQH. 

CH,CO Ber. 8,86 °/, Gef. 8,97 ° 

Versuch 26. Rinderblut XXVIII. 

Nach 8 stiindigem Stehen aufgearbeitet. Metaphosphorsiiure. Erhalten 
60,3 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 23,6 mg Aec.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 37,8 mg, daraus ber. 14,1 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 27. Rinderblut XXVIII. 

Nach 24 stiindigem Stehen aufgearbeitet. Metaphosphors. Erhalten 
107,4 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 42,0 mg Ac Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 10,3 mg, daraus ber. 3,9 mg Ac.Ch. Chlorid. Bei 
Vergleich mit Versuch 26 fillt auf, daB infolge lingeren Stehens der durch 
Reineckesiiure erhaltene Niederschlag gréBer ist. Dagegen war die Menge 
des daraus gewonnenen Goldsalzes viel kleiner als in Versuch 26. Mit der 
Aufklirung dieser Beobachtung sind wir noch beschiiftigt. 

Versuch 28, Rinderblut XXIX (XXIX, 44). 

Alkoh. Trichl. Erhalten 95,1 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 
37,2 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 64,4 mg, daraus 
ber. 24,6 mg Ac.Ch. Chlorid. 

7,475 mg Substanz gaben 2,150 mg H,O, 4,730 mg CO,, 3,043 mg Au. 

Ber. C 17,31 °/, H 38,22 °, Au 40,65 °/, 
Gef. ,, 17,26 »» 3,22 »» 40,70 


Acetylbestimmung: 10,070 mg Substanz verbrauchten 2,17 ecm 0,01 n- 
NaOH. 


0 


CH,CO Ber. 8,86 °/, Gef. 9,27, 


Versuch 29. Rinderblut XXIX. 

Nach 4stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. Trichl. Erhalten 
88,3 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 84,5 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 42,9 mg, daraus ber. 16,0 mg Ae.Ch. Chlorid. 


Versuch 30. Rinderblut XXIX. 

Nach 8stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. Trichl. Erhalten 
28,5 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 11,1 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiithrt in das Goldsalz: 28,8 mg, daraus ber. 10,8 mg Ac.Ch. Chlorid. 


Versuch 31. Rinderblut XXIX. 

Nach 48 stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. Trichl. Erhalten 
78,5 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 20,7 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 7,6 mg, daraus ber. 2,8 ng Aec.Ch. Chlorid. 

Versuch 32. Rinderblut XXX. 

Alkoh. Trichl. Erhalten 86,4 mg Reineckeverbindung, daraus_ ber. 


33,8 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 86,7 mg, daraus 
ber. 32,5 mg Ae.Ch. Chlorid. 
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8,318 mg Substanz gaben 2,520 mg H,O, 5,260 mg CO,, 3,878 mg Au. 


Ber. C 17,31 °%, H 3,32 °/, Au 40,65 °/, 
Gef. ,, 17,25 » 3,39 40,61 


Acetylbestimmung: 10,970 mg Substanz verbrauchten 2,39 ecm 0,01 n- 
NaOH. 
CH,CO Ber. 8,86 °/, Get. 9,36 %, 
Versuch 33. Rinderblut XXX (XXX, 45). 
Metaphosphorsiure. Erhalten 86,1 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 
33,7 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 82,9 mg, daraus 
ber. 31,0 mg Ac.Ch. Chlorid. 
5,920 mg Substanz gaben 1,750 mg H,O, 3,740 mg CO,, 2,411 mg Au. 
Ber. C 17,31 °, H 3,32 %, Au 40,65 %/, 
Gef. ,, 17,23 » 8,31 40,73 
Acetylbestimmung: 12,120 mg Substanz verbrauchten 2,44 ecm 0,01 n- 
NaOH. 
CH,CO Ber. 8,86 °/, Gef. 8,66 °/, 
Versuch 34. Rinderblut XXX. 
Nach 24stiindigem Stehen aufgearbeitet. Metaphosphorsiiure.  Er- 
halten 94,5mg Reineckeverbindung, daraus ber. 36,9mg Ac.Ch. Chlorid. 
Ubergefiihrt in das Goldsalz: 17,7 mg, daraus ber. 6,6 mg Ac.Ch. Chlorid. 


Versuch 35. Rinderblut XXXIII. 

Alkoh. Trichl, Erhalten 78,2 mg MReineckeverbindung, daraus 
ber. 30,6 mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 75.0 mg, daraus 
ber. 28,1 mg Ac.Ch. Chlorid. 


Versuch 36. Rinderblut XXXIII. 

Nach 2stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkohol. Trichl. Erhalten 
40,1mg Reineckeverbindung, daraus ber. 15,7 mg Ac.Ch. Chlorid, Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 38,5 mg, daraus ber. 14,4 mg Ac.Ch. Chlorid. 


Versuch 87. Rinderblut XXXIII. 

Nach 6stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. Trichl. Erhalten 
85,2mg Reineckeverbindung, daraus ber. 13,8 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 32,2 mg, daraus ber. 12,4 mg Ac.Ch. Chlorid. 


Versuch 38. Rinderblut XXXIII. 

Nach 18stiindigem Stehen aufgearbeitet. Alkoh. Trichl. Erhalten 
18,3 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 7,2 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 15,2 mg, daraus ber. 5,7 mg Ae.Ch. Chlorid. 


Versuch 39. Rinderblut XXXIV. 
Metaphosphorsiiure. Erhalten 58,0 mg Reineckeverbindung, daraus 


ber. 22,7mg Ac.Ch. Chlorid. Ubergefiihrt in das Goldsalz: 56,5 mg, daraus 


ber. 21,2 mg Ac.Ch. Chlorid. 

Versuch 40. Rinderblut XXXIV. 

Nach 2stiindigem Stehen aufgearbeitet. Metaphosphorsiiure. Erhalten 
30,7 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 12,0mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 29,8 mg, daraus ber. 11,2 mg Ac.Ch. Chlorid. 
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Versuch 41. Rinderblut XXXIV. 

Nach 6stiindigem Stehen aufgearbeitet. Metaphosphorsiiure. Erhalten 
25,3 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 9,9 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 24,0 mg, daraus ber. 9,0 mg Ac.Ch. Chlorid. 


Versuch 42. Rinderblut XXXIV, 
Nach 18stiindigem Stehen aufgearbeitet. Metaphosphorsiure, Erhalten 


19,2 mg Reineckeverbindung, daraus ber. 7,5 mg Ac.Ch. Chlorid. Uber- 
gefiihrt in das Goldsalz: 12,5 mg, daraus ber. 4,7 mg Ac.Ch. Chlorid. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
Freiburger Wissenschaftlichen Gesellschaft sind wir fiir die ge- 
wihrte Unterstiitzung zu gréBtem Dank verpflichtet. 
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Myosalvarsan, 
ein Reagens auf EHiweif und Kolloidstabilitatsprifung. 
Von 


Wilhelm Milbradt. 


(Aus der Universitits-Hautklinik Jena.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juli 1931.) 


Im Jahre 1923 teillten Oliver und Douglas!) mit, daB 
Serum nach Arsphenaminzusatz durch schwache Séuren aus- 
ceflockt wiirde. Dieses Priicipitat kénnte durch Uberschu8 von 
Siiure oder Alkali wieder aufgelést werden. ‘Trotz vieler Unter- 
suchungen iber die Destabilisation der Plasmakolloide nach 
Salvarsanzusatz hat dieses Phinomen in der Falgezeit so gut 
wie keine Beachtung gefunden. Wir mochten nun im folgenden 
zeigen, da Salvarsan ein ausgezeichnetes Reagens fiir KiweiB ist 
und lierin den empfindlichsten Proben nicht nachsteht. Vor- 
untersuchungen ergaben, daB von den in Deutschland gebriuch- 
lichen Salvarsansorten nur Myosalvarsan durch Séure nicht aus- 
cefloekt wird, so daB Natrium- und Neosalvarsan, die schon beim 
Stehenlassen an der Luft in kurzer Zeit spontan Priacipitate 
bilden, fiir unsere Untersuchung nicht in Frage kamen. Myo- 
salvarsan, das selbst dureh konzentrierte Séuren nicht aus- 
ceflockt wird, gibt, mit Serum zusammen gemischt, auf Zusatz 
von schwachen Séuren einen dichten Niederschlag. Um _ die 
Empfindlichkeit dieser Probe festzustellen, verdiinnten wir wech- 
selnd die 8 Komponenten: Serum, Siure, Myosalvarsan. Es 
stellte sich heraus, daB Serum noch in einer Menge von 0,1 meg, 
Mvyosalvarsan von 0,2 mg, Séure in emer Konzentration von 
n/2000 positive Resultate gibt. Freilich ist die Flockung bei diesen 
extremen Verdiinnungen unscharf, und es zeigen sich nur opales- 
vierende Tribungen bzw. mit der Lupe ablesbare feine Pra- 
cipitate. 

Die mit Myosalvarsan erzielten Niederschliige sind ebenso 
wie die von Arsphenamin durch Alkalien und starke Sduren, 
aber auch reduzierende Substanzen wie Natriumsulfit, oxydierende 
wie H,O,, Kaliumpermanganat auflésbar. Interessanterweise ist 
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die Auflésung des Niederschlags durch Natriumsulfit und Alkalien 
reversibel, d. h. die Fallung kann durch erneutes Hinzufiigen von 
Siiure wieder erzielt werden. Dagegen ist die Auflésung durch 
oxvdierende Stoffe micht rickgingig zu machen, hoéchstwahr- 
scheinlich vollzieht sich ein rascher Abbau des Salvarsans, der 
sich schon rein aéuBerlich durch eine kirschrote Verfirbung kenn- 
zeichnet, die, wie wir von der I. G.-Farben erfuhren, mit Be- 
stimmtheit nicht auf den wbhlichen Salvarsanzusiitzen wie Hydralit 
beruht. Wir vermuten das Auftreten von Phenylarsinsiiuren, die 
sehr gerne ahnliche Farbreaktionen geben. 

Im Vergleich zu anderen eiweibfillenden Reagenzien fanden 
wir 8 Wirkungsstufen. Serum 1:10 wurde noch durch 96°/,igen 
Alkohol, Eisenchlorid und konzentrierte Salpetersiiure ausgefiillt ; 
die Fallung durch diese Reagenzien ist irreversibel, mit Ausnahme 
von der durch Alkohol erzielten Pricipitation, die durch sofortiges 
Verdinnen mit Wasser wieder aufgelést werden kann. Die be- 
kannte Kochprobe, die ebenfalls irreversibel ist, ist noch bei Ver- 
dinnung 1:100 positiv. Bei emer Verdiinnung 1:1000 war 
die Probe mit Ferrocyanwasserstoff, mit Sulfosalicylsiiure und 
Wolframsiiure schwach positiv, mit Trichloressigsiiure, Carbol- 
siure und Myosalvarsan unter Siéiurezusatz deutlich positiv. Damit 
erwies sich die Myosalvarsanprobe den empfindlichsten Eiweib- 
reagenzien ebenbiirtig. EKrwiaihnen mochte ich hier, daB die Kiweif- 
flockung durch alle letzthin genannten Stoffe durchweg wieder 
auflésbar ist, und zwar sowohl durch Alkalien wie reduzierende 
und oxydierende Substanzen. 

Um dem Einwand zu begegnen, dafB es sich bei der Myo- 
salvarsanfaillung um einen allgemeinen kolloidalen Vorgang und 
nicht um eine spezifische EiweiBpricipitation handele, unter- 
suchten wir den Einflu®B des Myosalvarsans auf eine kolloidale 
Kieselsiureldsung und ein Cholesterinsol. Es zeigte sich weder 
heim Myosalvarsan noch bei den anderen Reagenzien ein positiver 
Ausfall, dagegen ergab der Myosalvarsansiiurezusatz zu Gelatine 
und Pepton eine dichte Flockung. Die Peptonfiillung hat das 
Myosalvarsan mit der Carbol- und Trichloressigsiiure gemeinsam ; 
der Ausfall mit Sulfosalicylsiure und Ferrocyanwasserstoff ist in 
diesem Falle negativ. 

Im Verfolg unserer Untersuchungen uber die Salvarsan- 
toxizitét?) bauten wir die Eiweibfallung durch Myosalvarsan zu 
‘inem quantitativen Verfahren zur Messung der Stabilisations- 
verhaltnisse des Serums aus. Wir mischten dabei 0,1 cem Serum 
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mit 0,1 cem einer 1°/jigen Myosalvarsanlésung und _ titrierten 
mit einer n/100-Schwefelsiure. Bei dieser Konzentration tritt 
ziemlich plotzlich, daher titrimetrisch gut bestimmbar, eine dichte 
Flockung auf. Wenn auch die Werte, die wir mit unserer Probe 
erhalten, keine vollig absoluten sind, da die beiden kolloidalen 
Systeme Serum und §Salvarsan zu altern pflegen, d. h. spontan 
allmahlich ihren Dispersionsgrad verringern und daher, je nach 
ihrem Alter, bei der Titrierung geringere oder héhere Werte liefern, 
so hat doch die Myosalvarsanprobe vor den sonst wblichen 
Priifungen der Plasmastabilitét [Sachs und v. Oettingen?) u. a.] 
den Vorteil, daB sie exakt vergleichbarere Werte liefert, als die 
sonst sehr willkiirlichen Schitzungsmethoden. 

Ist also die Myosalvarsansiuretitration durchaus zur Messung 
der Serumlabilitait geeignet, wie wir uns bei der biologischen Aus- 
wertung der Eigenstoffe tiberzeugten*), so kann sie auch dem 
Praktiker rein qualitativ etwa zur Priifung des Urins auf Hiweib 
gute Dienste leisten. Zu diesem Zweck ist nur nétig, den Harn — 
falls seine Reaktion alkalisch ist — mit verdiinnter Essigsiure 
anzusiiuern und mit emer Spur Myosalvarsan zu versetzen. Die 
Probe ist hochempfindlich und dabei sehr zuverliissig. Dem etwa 
bestehenden Nachteil, daB Myosalvarsan in Lésung beim Stehen- 
lassen in der Luft ausflockt, ist dadurch abzuhelfen, da®B man 
Myosalvarsan zur qualitativen Probe in Substanz aufbewahrt und 


auch zusetzt. 


Literatur. 
1. Oliver u. Douglas, Arch. of Dermat. and Syphilol. 4, 778 (1923). 
2. Milbradt, Arch. f. Pharmakol. u. Pathol. 160, 489 (1931). 
3. Sachs u. v. Oettingen, Miinch. med. Wschr. 351 (1921). 


4, Milbradt, Ztschr. f. d. ges. exp. Med. Im Erscheinen. 








a 














jeder Harnaufnahme schittelten wir 


169 


Diacetyl, Methylacetylcarbinol und 2,3-Dioxybutan 
in menschlichem Harn. 


Von 
Hans SehmalfufS8 und Heinrieh Sehanke. 


(Mitbearbeitet von Helene Barthmeyer.)!) 


(Aus dem Chemischen Staatsinstitut Hamburg, Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juli 1931.) 


1930 entdeckten wir in’ menschlichen 
und emen Ketonalkohol.?) Jetzt erkannten wir die Stoffe als 
Diacetvl und Methylacetylearbinol. Daneben fanden wir, eben- 
falls in Einzelharnen Gesunder’), das nahverwandte 2,3-Dioxy- 
bhutan. Die Stoffe begegneten uns hiufig, aber meist nur in 
Spuren. 


Harnen ein Diketon 


Wohl sind Wege bekannt, die Stoffe nebeneinander nach- 
zuweisen.4) Aber Gehalte von 0,2 mg und weniger im Liter Harn 
zwangen uns, die Verfahren fiir Trennung und Nachweise unseren 
Zweceken anzupassen: 

Vom schwer fliichtigen 2,3-Dioxybutan trennten wir das 
leicht fliichtige Diacetyl mit Wasserdampf. Im AnschluB daran 
verwandelten wir das schwerer fliichtige Methylacetylearbinol in 
Diacetyl und trieben es ebenfalls tiber. Dann fiihrten wir die 
dre getrennten Stoffe in Diacetyl-dioxim iiber und nahmen die 
Schmelzpunkte und Mischschmelzpunkte. 

Sammeln des Harns: Um Klemlebewesen dem Harn 
fernzuhalten, beschickten wir Glasst6pselflaschen von 2 Litern 


Inhalt mit 600 ¢ Kochsalz und 10 cem 25°/jiger Salzsiiure. Nach 


die Flaschen und ver- 
wahrten sie, wenn moglich, im Ejisschrank. 


') Wir danken der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft fiir 


cie gewahrte Beihilfe. 


*) Diese Z. 188, 279—280 (1930). 


3) Wir bewiesen auch jeweils die Abwesenheit von Zucker und EiweiB. 
4) M. Lemoigne, Diss. Paris 1913. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC. 12 
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Trennungsgang: Im _ Kohlendioxydstrom strichen die 
Dampfe von 2—38 Litern Harn aus dem 5-Liter-Kolben durch 
eine Spritzfalle in den absteigenden Kihler. Hierbei war das 
Glycerinbad fiir den Kolben héchstens 150° hei’. Wir fingen 
70—100 ccm als Vorlauf auf. Er enthielt neben allem Diacety] 
auch Methylacetylearbinol. Um nun zunichst das Methylacety]- 
carbinol !) des Riickstandes in Diacetyl tiberzufiihren, gossen wir 
durch das Gaseinleitungsrohr 50 ccm 40°/,iger Eisen (II])-chlorid- 
lésung und erhitzten wiederum. Wir trieben so als Nachlauf 
50—80 cem uber. Der Nachlauf enthielt alles Diacetyl aus dem 
Methylacetylearbinol dieses Riickstandes. 

Um aus dem Vorlauf das urspriingliche Diacetyl zu gewinnen, 
versetzten wir ihn mit 5 ccm 25°/,iger Salzsiure und 380—40 g 
Kochsalz und verarbeiteten ihn wie oben, doch in kleinerer Vor- 
richtung. Das Diacetyl befand sich in den ersten 6 cem, die wir 
einzeln auffingen, wahrend nahezu alles Methylacetylearbinol im 
Riickstand verblieb. Diesen Riickstand vereinigten wir mit dem 
obigen Nachlauf, der Diacetyl aus Methylacetylearbinol enthielt, 
sittigten mit 17—26g Kochsalz, gaben 25 ccm 40°/jiger Eisen(ITI)- 
chloridlésung hinzu und erhitzten. In den ibergetriebenen ersten 
6 cem, die wir einzeln auffingen, war dann das Diacetyl aus dem 
gesamten Methylacetylearbinol. 

Das nicht flichtige 2,8-Dioxybutan befand sich im Haupt- 
riickstand, also im 5-Liter-Kolben.”?) Um dieses in Diacety] iiber- 
zufiihren, befreiten wir den Riickstand mit. wenig 25°/,iger 
Ammoniaklosung vom Eisen. Dann iibersiuerten wir die klar 
abgeschleuderte Flissigkeit schwach mit Salzsiure und dampften 
schonend®) ein. Um Uberschiumen zu verhindern, lieBen wir 
die Lésung eintropfen in dem MaBe, wie sie verdampfte. Wir 
rieben den Rickstand im Mérser mit reinem gebrannten Gips‘) 
trocken. In einer 2-Liter-Flasche bedeckten wir das Gemisch 
mit Ather und schiittelten 2 Stunden. Um vielleicht verbliebene 
Reste von Methylacetylearbinol zu entfernen, erhitzten wir den 





1) Diacetyl-diurein, welches Methylacetylearbinol hatte vortaéuschen 
kénnen, entstand nicht im Harn unter den Versuchsbedingungen. 

2) Um sicher zu gehen, empfiehlt es sich, die Riickstande von mehreren 
Arbeitsgingen zu vereinigen. 

3) E. Jantzen u. H. SchmalfuB, Die Chemische Fabrik 1, 373—377 
(1928); ebenda 1, 701 (1928); ebenda 2, 387—393 (1929); Abderhalden, 
Handb. der biolog. Arbeitsmeth. Abt. V, 1479—1528 (1929); Biochem. Z. 221. 
328—330 (1930). 

4) Calcium sulfuricum ustum, Merck, D.A.B. 6. 
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Riickstand des Atherauszugs mit 10 ccm 20°/,iger Hisen(III)- 
chloridlésung, bis kein Diacetyl mehr iiberging. Nun verwandelten 
wir das 2,3-Dioxybutan uber Methylacetylearbinol hinweg in Di- 
acetyl. Zu diesem Zweck versetzten wir den Riickstand mit einer 
heiBen Léosung von 5g Natriumearbonat in 15 ccm Wasser, 
kihlten in Eiswasser und schiittelten mit 0,5 cem Brom.) 2) Nach 
40 Minuten tiberséuerten wir die noch basische Lésung vorsichtig 
mit 25°/jiger Salzséure. Als das Schéiumen voriiber war, spiilten 
wir mit etwas Wasser zusammen und entfernten den Brom- 
uberschuB durch wenig Thiosulfat.*) Wir erhitzten dann das ent- 
standene Methylacetylcarbinol mit 5—10 ccm 40°/,iger Eisen(III)- 
chloridlé6sung und 5—10 g Kochsalz. Auch hier trieben wir 6 ccm 
iiber und fingen sie einzeln auf. 

Fallung als Nickeldiacetyl-dioximin: Wir erhitzten 
alle aufgefangenen Proben 10 Minuten lang im siedenden Wasser- 
bad mit je 2 Tropfen*) 25°/,iger waBriger Losung von salzsaurem 
Hydroxylamin, 2 Tropfen 1,25°/jiger Losung von Nickelsulfat®) 
und 2 Tropfen 25°/,igen Ammoniaks. Im Verlauf von 48 Stunden 
fielen die roten Nadeln des Nickeldioximins aus, wenn der jeweils 
gesuchte Stoff vorhanden war. Andernfalls versetzten wir zur 
Gegenprobe auf hemmende Stoffe mit einem Tropfen einer 
0,07°/igen Diacetyllésung und lieBen 8 Tage stehen. Uberall 
schied sich rotes Nickeldioximin aus. 

Kmpfindlichkeit des Verfahrens: 0,15 mg _ Diacetyl 
oder 0,8 mg Methylacetylearbinol in 1,5 Litern Harn.*®) 

Untersuchung der Nickeldioximine: Da auch andere 
Dioxoverbindungen rote Nickeldioximine bilden, nahmen wir 
noch Schmelzpunkte und Mischschmelzpunkte der Dioxime. 
0,8 mg Nickeldioximin reichten hierfiir leicht aus. Wir ver- 
teilten den ausgewaschenen Niederschlag in wenig heiBem Wasser 
und gossen ihn aus der Glasfilternutsche auf ein Uhrglischen. 
Das Wasser vertrieben wir auf dem Wasserbad und brachten den 


1) M. Lemoigne, Diss. Paris 1913. Das Natriumcarbonat war wasserfrei. 

*) E. Fischer u. J. Tafel, Ber. chem. Ges. 20, 3385 (1887); C. Neu- 
berg u. G. Gorr, Biochem. Z. 154, 495 (1924); J. Pritzker u. R. Jung- 
kunz, Schweiz. Mitt. Lebensmittel und Hygiene 21, 236 (1930). 

%) Jodkali-Starkepapier soll gerade nicht mehr geblaut werden. 

4) 1 Tropfen = 1/,) ccm. 

5) NiSO,:7H,0. 

6) Bisher fanden wir keine Harne, die frei waren von 2,3-Dioxybutan. 
Wir schatzen vorsichtig, da man wenigstens 10 mg 2,3-Dioxybutan in 
3 Litern nachweisen kann. 
12* 
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trocknen Niedersechlag in ein Glihrohrehen. Dann verbanden 
wir das Rohrchen mit emer Wasserstrahlpumpe und erhitzten es 
in sechrager Lage vorsichtig mit tief gehaltenem Flimmehen. 
schnell bildete sich am kalten Teil des Rohrchens ein Belag reiner 
roter Krystalle. Wir schiittelten sie 15 Minuten lang im Scheide- 
trichterchen mit 1 cem 10°/jiger Schwefelsiure und 1,5 eem riick 
standfreien Athers. Auf einem Uhrglas verdampft, hinterlieB dic 
aitherische Losung das Dioxim. Die Sehmelzpunkte der ge- 
remigten!) Dioxime und ihre Mischschmelzpunkte mit kins! 
lichem Dioxim (vom Schmelzp. 234—-255°) lagen wie erwartet: 
) 


~ s 


Dioxim aus Diacetyl: Sehmelzp. 234—235°, Mischschmelzp. 235 
bis 236°; Diacetvidioxim aus Methylacetvlearbinol: Schmelzp. 235°, 
Mischschinelzp. 234°; Diacetyldioxim aus 2,3-Dioxybutan: Schmelz 
punkt 234°, Mischschmelzp. 235°.1) *) 

Die Mengen der 3 Stoffe im Harn wechseln. In unseren Ver- 
suchen beeinfluBte die Ernéhrungsweise das Vorkommen_ bisher 
nicht. Wir behalten uns vor, die Abhingigkeit der Mengen vor 
Gesundheitszustand und von der Ernaéhrung zu prifen und werden 
unsere Versuche auch auf den Schweif ausdehnen. 


' 


Zusammenfassung 
Diacetyl, Methylacetvlearbinol und 2,3-Dioxybutan kommen 
in geringer Menge in Einzelharnen Gesunder vor. 


') Uber Einzelheiten werden wir andernorts berichten. 
2) In der Vorrichtung nach G. Klein, Mikrochemie, Preglfestschrift 
192 (1929). Die Vorrichtung wurde mit reinem Diacetyldioxim geeicht 
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Uber die Pigmente der Haliotis californiensis. 


Von 


Rudolf Lemberg. 


(Aus dem Sir William Dunn Institut fir Biochemie, Cambridge, England). 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1931.) 


In den Schalen mancher Sorten von Haliotis, einer Meeres- 
napfsechnecke, insbesondere in Haliotis californiensis und gigantea 
finden sich recht erhebliche Mengen blaugriiner Pigmente. Die 
Farbstoffe aus H. californiensis wurden zunichst von Kruken- 
berg’) untersucht und von ihm und dann von F. N. Schulz?) als 
Gallenfarbstoff-Verwandte angesprochen. Sie wichen jedoch in 
ihren Losungsverhaltnissen von den ihnen dhnlichen Gallenfarb- 
stoffen ab; ihre Isolierung und die Befreiung von Eiweifbsubstanzen 
celang nicht. Da ich bei der Aufspaltung der Chromoproteide der 
Rotalgen®) Zwischenprodukte erhalten hatte, die die prosthetische 
vallenfarbstoffahnliche Gruppe noch in Bindung an EiweiBbruch- 
-ticke enthielten und welche ahnliche Léslichkeitseigenschaften 
besaBen, vermutete ich einen analogen Aufbau fiir die Haliotis- 
nigmente. Die daraufhin mit H. ecaliforniensis angestellten Ver- 
suche ergaben auch, dab es durch Behandlung mit alkoholischer 
~alzsiure gelingt, chloroformlésliche Pigmente zu isolieren. Diese 
vigten jedoch in ihrem spektralen Verhalten keine Ahnlichkeit 
uit irgendeinem bekannten Gallenfarbstoffe oder anderem Pyrrol- 
‘erivate. Zwei verschiedene Farbstoffe konnten voneinander 
cetrennt werden. Ein Versuch, aus dem einen durch Reduktion 
vat Jodwasserstoff-Kisessig Pyrrole zu erhalten, ergab kein 
esultat; doch war die verwandte Substanzmenge zu gering, um 
is dem negativen Befund Schliisse ziehen zu kénnen. Die gleiche 
‘ethode ergab [T. Kodzuka‘4)] bei dem Pigment von H. gigantea 


') Centralbl. f. d. med. Wiss. 21, 785 (1883). 

*) Z. allg. Physiol. 3, 91 (1903). 

3) Liebigs Ann. 477, 196 (19038). 

*) Tohoku-J. of exp. Med. (nicht J. of exp. Med.) 2, 287 (1921). 
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Stoffe, die die Fichtenspanreaktion gaben. Nach der ziemlich 
kursorischen Schilderung ist dieser Farbstoff dem einen der von 
mir aus H. californiensis gewonnenen dhnlich (die Schalen beider 
Arten gleichen sich auch im Aussehen sehr). Die weiter unten 
mitgeteilten Eigenschaften der Pigmente harmonieren mit der 
Annahme von Pyrrolderivaten. Kiirzlich erschien nun eine zweite 
Arbeit von F. N. Schulz}), in der dieser dem nun — im Gegen- 
satz zu seiner ersten Arbeit — als einheitlich angesehenen Pigmente 
von H. ecaliforniensis die Struktur eines dem Indigo nahe ver- 
wandten Stoffes, vielleicht sogar des Indigos selbst, zuschreibt. 
Da meine Ergebnisse in erheblichem Widerspruche zu denen von 
Schulz stehen, erfolgt hier ihre Ver6dffentlichung, obwohl die 
Untersuchung wegen anderer draingender Arbeiten unvollendet 
blieb; sie wird in Kiirze wieder aufgenommen werden. Schon 
aus den vorliegenden Beobachtungen lift sich die Annahme einer 
Identitét mit Indigo mit Sicherheit widerlegen; die Abweichungen 
im Verhalten sind so erheblich, dai auch eine Zugehorigkeit zur 
Indigoklasse sehr unwahrscheinlich ist. 

Die Absorption beider Pigmente zeigt zwar in saurer Losung 
ein Band, das an Indigoderivate erimnert [Max. 622 my; ein 
C-Methylindigo nach G. Kriiss und $8. Oeconomides?) 620, ein 
Dibromindigo 623 my], aber die Farbe und Absorption der neu- 
tralen Lésungen ist anders. Der in saurer Lésung blaue Stoff 
zeigt in neutraler Chloroformlésung violette, der in saurer Losung 
griine rote Farbe; die neutralen Losungen zeigen kein ausgepragtes 
Spektrum. Es liegen basische Stoffe vor, deren saizsaure Salze 
hydrolysieren. Ihre Basizitaét ist viel héher als die des Indigos, 
auch als die der stiérker basischen NN’-Dialkylindigos. Die 
Trennung der beiden Haliotispigmente wird durch die verschiedene 
Loslichkeit der salzsauren Salze in Chloroform erméglicht: das in 
saurer Losung blaue Produkt geht sehr leicht aus Chloroform in 
ganz verdiinnte wiBrige Salzsiure. Die leichte Léslichkeit in ver- 
diinnten Siéuren zeigt schon, daB es sich nicht um Indigo handeln 
kann. Die Lésung in konzentrierter Schwefelsiure mit blauer 
Farbe beweist nichts fiir Indigoderivate (Indigo selbst lést sich 
in kalter Schwefelsiéure iibrigens olivgelb), es gibt z. B. eine ganze 
Reihe schwefelsiureléslicher Pyrrolderivate. Der fiir die Haliotis- 
pigmente sehr typische Umschlag zu rotvioletter Farbe durch 


1) Biochem. Z. 236, 99 (1931). 
2) Ber. chem. Ges. 16, 2051 (1883). 
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Nitrit in verdiinnter Saurelésung léBt sich bei Indigo nur in konzen- 
trierter Sadure erzielen. Kine deutliche Kiipenreaktion habe ich 
nicht beobachtet. Das in saurer Lésung blaue Pigment wird mit 
Natriumhyposulfit in alkalischer Lésung braun und die Lésung 
nimmt an der Luft langsam wieder eine schwach griine Farbung 
an!), der Farbstoff 148t sich aber aus der nur schwach angefirbten 
Faser leicht auswaschen. 

Die Tatsachen, daB8 auch bei energischer Behandlung mit 
starken waBrigen Séuren keine chloroformléslichen Pigmente 
gewinnbar sind, wohl aber mit alkoholischer Séiure, daB verdiinnte 
Sodalésung sie nicht aus Chloroform extrahiert, aber Chloroform 
aus einem Kalkniederschlage, beweisen, daB es sich hier um Ester 
handelt, wahrend in den Schalen die Kalksalze der freien Siuren 
vorhanden sind. Ob au®erdem Bindung an Aminosiiuren oder 
Peptone vorliegt (Chromoproteide kommen natiirlich nicht in 
Frage), kann noch nicht entschieden werden. DaB in der Schale 
bereits zwei verschiedene Pigmente vorliegen, zeigt die fraktio- 
nierte Ausfillung aus der kalkhaltigen salzsauren Lésung mit 
Sodalésung. 

Die Frage nach der Natur dieser Pigmente bleibt also noch 
offen; manches spricht fiir die Abstammung von Pyrrol, doch 
geben weder Kodzukas noch meine Experimente einen sicheren 
Beweis. In dieselbe Richtung weisen die Untersuchungen von 
Ch. Dhéré und Ch. Baumeler?) itber die Pigmente von Haliotis 
rufescens. Das durch Oxydation des roten Rufescins erhaltene 
blaue ,,Haliotiscyanin‘ besitzt eine gewisse Ahnlichkeit mit dem 
blauen Pigment aus H. californiensis. 


Versuche. 


Vorversuche. Die Schalen werden griindlich mit Wasser 
gewaschen und gebiirstet, getrocknet und in einer Porzellan- 
kugelmithle zu feinem Pulver gemahlen. 10g des griinblauen 
Pulvers wurden in 75 ccm Salzséure von 10°/, zu einer hellblauen 
Losung gelést. Die zurickbleibenden Conchiolinteilchen enthalten 
noch griines Pigment. Die Lésung zeigt im Spektroskop ein breites 
Band 650—590 mu. Eine Probe wird auf Zusatz von etwas Nitrit 
rasch rotviolett. Nach einigem Stehen zeigen salzsaure Lésungen 





‘) Vgl. Ch. Dhéré u. Ch. Baumeler, Arch. Internat. de Physiol. 82, 
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beim Schutteln mit Chloroform eine eigenartige Erscheinung: 
fast der gesamte Farbstoff wird, ohne im Chloroform in Lésung 
zu gehen, bei kréftigem Schutteln an den Grenzflichen der Emul- 
sionszone adsorbiert und verteilt sich bei Trennung der Schichten 
wieder in’ der wabrig-salzsauren Schicht. Auch nach Erhitzen 
mit starker Salzsiure wurde kein in Ather oder Chloroform iiber- 
treibbares Pigment erhalten. 

Kine ebenso hergestellte Lésung aus 10g Pulver ergab bei 
Fallen mit Sodalésung in kleinen Anteilen zunachst einen griin- 
blauen (1,75 g), sodann bei weiterem Neutralisieren des Filtrats 
his zur volligen Entfarbung 0,65 ¢@ eines rein blauen kalkhaltigen 
Niederschlags. 

Verdiinnte Essigsiiure lést mit dichroitischer Farbe, blaugriin 
in dinner, weinrot in dicker Schicht. [Im Spektroskop zeigt sich 
dasselbe Band wie in salzsaurer Lésung, daneben steigende End- 
absorption von 520 my ab. 

Alkoholische Salzsiure lést mit blaugriiner, in dicker Schicht 
in kiinstlichem Lichte roter Farbe. Ammoniak farbt rot, auf 
Zinksalzzusatz wird die Lésung blau. Es zeigt sich jedoch weder 
Fluorescenz, noch eine deutliche Bande. is handelt sich also 
nicht um ein ,,Bilievanin™. 

Zum Hauptversuche wurden 40 ¢ feines, nit Alkohol und 
Ather erschépftes Pulver verwandt, das durch Zerreiben der vom 
Perlmutter abgeklopften Pigmentschicht gewonnen wurde.!) Die 
zeitraubende MaBnahme diirfte unnétig sein; ber der angewandten 
Methode macht die Entfernung des Chlorcaleiums keine Schwierig- 
keiten. Das Pulver wurde in 100 cem absolutem Alkohol suspen- 
diert, mit 25 cem 30°/,iger absolut alkoholischer Salzsiiure ver- 
setzt und nach Verbrauch der Saure mit dem Zusatz fortgefahren, 
bis der Kalk gelést war. Die Lésung enthielt schheBheh etwa 
6°/, Salzsiiure. Sie bheb unter Stickstoff iiber Nacht stehen. Die 
Absorptionskurve zeigte im Spektrophotometer ein starkes Band 
bei 625—612 mu und eine flache Stelle im Absinken der Kurve 
bei 522—495 my, die dem beigemengten, in saurer Lésung griinen 
Pigmente zuzuschreiben ist. Nach dem Abzentrifugieren von wenig 
ungelOst bleibendem griinen Schlamm wird die klare L6sung mit 
200 cem Chloroform versetzt und vorsichtig mit wenig Eiswasser 
versetzt, bis sich unter der Chloroform-—Alkoholschicht eime stark 


') Vel. Ch. Dhéré u. Ch. Baumeler, a. a. O., 8. 58, Anm. 3. 
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chlorealci1umhaltige, nur schwach gefarbte wiBrige Schicht absetzt. 
Diese wird abgetrennt, in einem = kleinen Scheidetrichter nach 
Zusatz von etwas Chloroform mit Wasser verdiinnt, geschiittelt, 
ventrifugiert und die Chloroformschicht der Hauptmenge wieder 
zugefigt. Nun versetzt man mit soviel Kiswasser, daB sich dieses 
oberhalb des Chloroform absetzt. Die schwach gefirbte wiBrige 
Schicht wird nach einmaligem Extrahieren mit Chloroform ver- 
worfen. Auf diese Weise wird die Hauptmenge des Kalks rasch 
entfernt. Die Chloroformlésung wird nun mehrmals mit Wasser 
insgesamt 800 cem) extraluert; sobald in der Chloroformsechicht 
cin Farbumschlag von blaugriin nach schmutzig-braungriin eintritt, 
wird dem Extraktionswasser etwas Salzsiiure (etwa 0,5°/,) zugesetzt. 
So geht ein betriéchtlicher Teil des Pigments mit griinblauer Farbe 
in die waéBrig-salzsaure Schicht, wiihrend die Chloroformlésung 
sich rein griin fiirbt. Diese wird nun einige Male mit Wasser, dann 
nut $°/jiger Sodalosung und sehlieBlich noechmals mit Wasser 
cewaschen, wobei die Farbe unter Hydrolyse des salzsauren Salzes 
ber schmutzigbraune Zwischenténe in die Neutralfarbe (briiunlich- 
rot) ubergeht. Man filtriert durch ein trockenes Filter und trocknet 
uber wenig gegliihtem Natriumsulfat. Pigment A. 

Die blaue, waibrige Lésung von Pigment B wird mit Chloro- 
form versetzt, mit Soda neutralisiert, wobei die Farbe nach blau- 
violett — in kiinstlichem Lichte rotviolett — umschligt und hiufig 
mit Chloroform extrahiert. Die sich in der ZAwischensehicht ab- 
-etzenden Kalkflocken werden gesondert abgelassen und mit reich- 
lich Chloroform extrahiert. EKmulsionsbildung kann dureh Ab- 
lassen in groBe Bechergliser aufgehoben werden. Die wiibrige 
Losung bleibt schheflich tribe graugriin zuriick. Die Chloroform- 
losung wird noch 38mal mit wenig Wasser gewaschen, das einen 
Klemen Teil des Farbstoffs mit blauer Farbe herauslést. Um eine 
innotige Vermehrung der schon bestehenden Namensverwirrung zu 
vermeiden, verzichte ich vorerst auf eine Benennung der beiden 
varbstoffe bis zur Klarstellung der chemischen Abstammung und 
der Beziehungen zwischen den Pigmenten der verschiedenen 
Hahotisarten und spreche einfach von Pigment A und B. 

Kigenschaften. Pigment A ist griin in saurer Chloroform- 
sung und wird von verdiinnter waBriger Salzsiiure nicht heraus- 
selést. Es wurde noch nicht vollig frei von Betmengungen von B 
rrhalten, verdinnte Salzsiure lést noch immer Spuren  blauen 
Vigments heraus und die kapillaranalytische Prifung der neutralen 
Chloroformlésung zeigt eine blauviolette Zone von B vor der roten 
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von A.!) Die Absorptionskurve der salzsauren Lésung in Chloroform- 
Alkohol, gemessen im Spektralphotometer, besitzt neben dem 
Hauptmaximum bei 623 mu eine schwichere Bande bei 498 my; 
die Kurve der neutralen Lésung ist ziemlich flach, ein sehr flaches 
sand bei etwa 555 my geht ohne erhebliches Minimum in ein 
stiirkeres Band bei 496 mu tiber. Auf Zusatz von Zinksalzen schligt 
die Farbe der neutralen Lésung nach schwarzlichviolett um. Die 
Absorption hat ein Maximum bei 594 my, ein zweites wird durch 
eine breite flache Erhebung zwischen 527 und 482 my angedeutet. 

Pigment B ist der Starke seiner Absorption nach das Haupt- 
produkt (etwa #/, der Gesamtabsorption bei 622 my). In saurer 
Lésung ist im Spektralphotometer nur ein Band bei 622 my zu 
beobachten, ein zweites liegt vielleicht im Violett. Die griinstichig 
blaue saure Losung besitzt rote Fluorescenz wie Dhérés Haliotis- 
eyanin. Das Absorptionsmaximum der neutralen Lésung liegt bei 
568 my, ist nicht sehr scharf und nur etwa halb so stark wie das 
der sauren Lésung gleicher Konzentration. Zinksalzzusatz verschiebt 
das Band auf 594 my, die Lésung wird blau, ohne Fluorescenz, und 
nach einiger Zeit scheiden sich blaue Flocken ab. 

In festem Zustande sind beide Pigmente dunkelblauviolett, 
fast schwarz mit metallischem Schimmer. Sie sind leicht léslich in 
Chloroform, ziemlich leicht in Alkohol, schwer léslich in Ather, 
Petrolither. Krystallisationsversuche blicben ohne Erfolg. 

Reduktionsversuch. 12mg Pigment A wurden in einem 
Gemisch von 2cem HJ (d = 1,94) und 4 cem Eisessig 3 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Die Farbe ging rasch von schwarzgriin 
iiber rotviolett nach braun. Besondere spektroskopische Erschei- 
nungen wurden dabei nicht beobachtet. Nach Reduktion mit 
Phosphoniumjodid wurde im Vakuum verdampft, mit Sodaldésung 
aufgenommen und ausgeithert. Die Losung war rétlichbraun uni 
zeigte ein undeutliches Band im Blaugriin (etwa 495 my), das mit 
Zinksalz schirfer und auf 500 mu verschoben wurde unter <Aui- 
treten griiner Fluorescenz. Vielleicht handelt es sich um Reste von 
Dipyrromethen. Ehrlichs Reagens gab im Basenanteil eine selir 
schwach rétliche Farbe und einen Schatten bei 560 mu, im Anteil 
der Saéuren nur ein Band bei 491 my. 


') Anm. bei der Korrektur: Es handelt sich bei diesem Anteil tat- 
sichlich noch um ein Gemisch von Pigment B mit einem braungelben Piz- 
mente, dessen Abtrennung unterdessen gelang. 














Uber die konfigurativen Beziehungen der aus den optischen 
Isomeren des Isoleucins und des Alloisoleucins gewinnbaren 
é¢-Bromsauren zu den aus diesen bei der Aminierung hervor- 
gehenden Aminosduren. Ein Beitrag zum Problem der 
Waldenschen Umkehrung. 


Von 
Emil Abderhalden und Walter Zeisset. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der deutschen Gemeinschaft zur Erhaltung 
und Férderung der Forschung.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juli 1931.) 





Im Anschlu8 an unsere Mitteilung!) iiber die Isolierung der 
bei der Synthese von Isoleucin sich bildenden vier optisch-aktiven 
Anteile, némlich 1-(-+-)- und d-(—)-Isoleucin und 1-(+-)- und d-(—)- 
Alloisoleucin, unterwarfen wir Befunde einer Nachpriifung, die 
seierzeit bei der Aminierung der aus d-(—)-Isoleucin erhaltenen 
z-Brom-f-methyl-f-athylpropionsiure und bei derjenigen des ent- 
sprechenden «-Brom-f-methyl-f-athyl-propionyl-glycins erhalten 
worden sind.*) Es zeigte sich damals, daB bei der Aminierung der 
freien Bromfettsdure die Ausgangsverbindung, d. h. d-(—)-Isoleucin 
zuriickerhalten wurde. Wir kamen bei Wiederholung entsprechender 
Versuche zum gleichen Ergebnis, dagegen gelangten wir zu einem 
anderen Resultat, als wir die den vier obenerwihnten optisch- 
aktiven Iso- und Alloisoleucinen entsprechenden Bromverbindungen, 
nachdem sie nach erfolgter Chlorierung mit Glykokoll gekuppelt 
waren, der Aminierung unterwarfen. In der erwihnten Arbeit 
wurde festgestellt, daB nicht die optisch-aktive Form des Isoleucins 
gebildet wird, die bei der Aminierung der entsprechenden freien 
bromfettsiure entsteht, es ergab vielmehr die Hydrolyse des ge- 


1) E. Abderhalden u. W. Zeisset, Z. physiol. Chem. 195, 121 (1931). 
*) E. Abderhalden, P. Hirsch u. J. Schuler, Ber. chem. Ges. 42, 
3394 (1909). 
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bildeten Dipeptids ein nach rechts drehendes ,,[soleucin’’. Schon 
damals wurde auf das gleiche Verhalten des Valins hingewiesen. 
Auch bei diesem erhilt man bei der Aminierung der aus der 
I-(-+-)- bzw. d-(—)-Form  bereiteten «-Bromfettsiure die Aus- 
gangsverbindung zuruck. Ist jedoch deren Carboxylgruppe besetzt 
(z. B. durch den Glycinrest), dann fiihrt die Aminierung zum 
optischen Antipoden jenes Valins, von dem ausgegangen worden ist. 
Semerzeit ist das ber der Aminierung des optisch-aktiven «-Brom-/- 
methyl-/-athyl-propionyl-glveins erhaltene Aminierungsprodukt 
nicht genauer untersucht worden. Unsere Nachpriifung hat ergeben, 
daf in’ Wirklichkeit nicht die semerzeit angenommene Isoleuein- 
form entstanden war, sondern optisch-aktives Alloisoleucin.!) 
Die Konfiguration des g«-Atoms war verindert, die des /-Atoms 
bhieb erhalten. Leider ist die Konfiguration des Isoleucins und des 
Alloisoleucins noch nicht vollstaéndig aufgeklart. Es gilt dies ins- 
hesondere fiir die Stellung der am /-Kohlenstoffatom befindlichen 
CH,- und C,H.-Gruppe, von denen nur so viel sicher ist, da sie im 
eleichsinnig drehenden Isoleucin und Alloisoleucin — spiegelbild- 
symmetrisch angeordnet sein miissen. Man ist ohne Zweifel be- 
rechtigt, das in der Natur vorkommende Isoleucin in die |-Reihe 
der Kiweiibausteine emzuordnen.*) Es sei vorliufig fiir den Kiweib- 
bhaustein |-(-++)-Isoleucin die folgende Ionfigurationsformel an- 
genommen. Fir d-(—)-Isoleucin und fiir I-(-+-)- und d-(—)-Allo- 
isoleucin ergeben sich dann die nachstehend mitgeteilten Formeln: 
COOH COOH COOH COOH 


| 
NH,—C—H H—C—NH, NH,—C—H H—C—NH, 
| | 
H,C—CH—C,H, H,C,—CH—CH, H,C,—-CH—CH, H,C—CH—C,H, 


I-(-+-)-Isoleucin. | d-(—)-Isoleucin. 1-(+-)-Alloisoleucin. d-(— )-Alloisoleucin. 

Ks entsteht nun die Frage, in welcher konfigurativen Beziehung 
die aus den optisch-aktiven Formen des Isoleucins und des Allo- 
isoleucins mittels Nitrosylbromids darstellbaren «-Bromfettsauren 
zu der Ausgangsverbindung stehen. Nun ist bekannt, daB bei der 
Kinwirkung von Nitrosylbromid auf I-(+)- und d-(—)-Alanin 
z-Brompropionsiiure entsteht, die die Konfiguration der Ausgangs- 
verbindung hat. rst bei der Einwirkung von Ammoniak erfolet 
die Waldensche Umkehrung. Zu diesem Resultat fiihrten eimer- 


1) F. Ehrlich erhielt d-(—)-Alloisoleucin beim Behandeln von 1|-(-+ )-Iso- 
leucin mit Barytwasser unter Druck. Vgl. hierzu die grundlegende, klassische 
Arbeit: Ber. chem. Ges. 40, 2538, 2543 (1907). 

2) Vel. die FuBnote (S. 121) in der vorhergehenden Mitteilung, a. a. O. 
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seits cChemische und physikalische!) und andererseits biologische 
Untersuchungen. Es zeigte sich, dai ¢-Brompropionyl-leucin, das 
durch Kuppelung von I-Leucin mit aus I-(+-)-Alanin gewonnenem 
z-Brompropionyichlorid erhalten worden war, von ‘Trypsin. viel 
stiirker aufgespalten wurde als alle tibrigen moéglichen WKombina- 
tionen von optisch-aktiven «-Brompropiony]-leucin- V erbindungen.*) 
In Analogie zu den erwihnten konfigurativen Beziehungen zwischen 
y-Bromfettsiure und der Ausgangs-Aminosiure kénnten beim Iso- 
und Alloisoleucin und ebenso beim Valin die Verhdltnisse so legen, 
dah beim Ersatz der NH,-Gruppe durch Brom ebenfalls keine 
Waldensche Umkehrung erfolet. Es miBte dann angenommen 
werden, daB ber der Aminierung der freien g-Bromfettsiiure ein 
\onfigurationswechsel unterbleibt, jedoch dann eintritt, wenn die 
Carboxylgruppe z. B. durch eine Aminosiiure besetzt ist. In dieser 
Hinsicht ist von Interesse, dab bei der Eimwirkung von Nitrosyl- 
bromid auf Alaninester Wonfigurationswechsel eintritt, jedoch 
dann nicht, wenn von freiem Alanin ausgegangen wird. [ine Ent- 
scheidung des ganzen Problems ist zurzeit nicht modglich. Der 
Umstand, dafi Valin und I[soleucin bzw. Alloisoleucin ein tertiires 
p-WKohlenstoffatom aufweisen, bedingt vielleicht in Hinsieht auf 
das Kintreten bzw. Ausbleiben einer Waldenschen Umkehrung 
Besonderheiten. Wir wollen vorliufig, um eine Verstindigung 
liber das zu erméglichen, was wir an Versuchen durchgefiihrt und 
wn Ergebnissen erhalten haben, mit allem Vorbehalt die ¢-Brom- 
siuren in genetische Beziehung zur Ausgangsverbindung bringen, 
d. h. annehmen, da’ z. B. 1-(+-)-Isoleuein {1]-%- Brom- /-methyl-/- 
‘ithyl-propionsiure liefert. Um zu kennzeichnen, dai eine nur 
provisorische Bezeichnungsweise vorliegt, geben wir die an- 
cenommene Zugehorigkeit zur |- bzw. d-Reihe in Klammern wieder. 
Die folgende Ubersicht laiBt ohne weiteres die Beziehungen der 
Konfiguration der Aminosiiure zur aminierten, aus ihr gewonnenen 
z-Bromfettsiure bzw. zur ¢-Bromacylverbindung erkennen. 


') K. Freudenberg u. L. Markert, Ber. chem. Ges. 60, 2447 (1927); 
vel. auch K. Freudenberg u. A. Lux, ebenda 61, 1083 (1928); K. Freuden- 
berg, W. Kuhn u. M. Bumann, ebenda 63, 2380 (1930). 

*) E. Abderhalden u. F. Schweitzer, Fermentf. 12, 532 (1931). 
in weiterer Fall, bei dem nach Einfiihrung von Brom in «-Stellung mittels 
Nitrosylbromids die Umlagerung ausbleibt, wurde beim Studium des Ver- 
haltens von «-Bromeaprony]-l-tyrosin gegeniiber Trypsinkinase festgestellt. Es 
zeigte sich, daB jene Kombination viel starker gespalten wurde, in der der 
bromeapronylrest |-(-+)-Norleucin entstammte. Vel. hierzu bk. Abderhalden 
u. Bahn, Fermentf. 11, 399 (1930). 
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Zu der nachstehenden Ubersicht ist noch zu bemerken, daB wir 
die jeweils entstandenen Formen der «-Amino-f-methyl-f-athy]- 
propionsiure auBer durch die Feststellung des Drehungsvermégens 
durch das Phenylisocyanatderivat charakterisiert haben, und zwar 
auf Grund der Befunde, die wir in der 1. Mitteilung zur Kenntnis 
gebracht haben. Hervorgehoben sei noch, was wbrigens voraus- 
zusehen war, daB die Konfiguration des /-Kohlenstoffatoms in 
allen Fallen unberihrt blieb. 





Von den Beobachtungen, die wir an den von uns zum Zwecke } 
des Studiums des Einflusses verschiedener Kinwirkungen — unter 
anderen auch von Fermenten — dargestellten Verbindungen 
gemacht haben, sei an dieser Stelle noch angefiihrt, daB die Aminie- 
COOH COOH COOH 
| | | 
H—C—NH, + NOBr —> H—C—Br -+NH,—> H—C—NH, 7 
| | | 
H,C,—CH—CH, H,C,—CH—CH, H,C,—CH—CH, 
d-(— )-Isoleucin [d]-(+) a-Brom-f-methy]- d-(—) Isoleucin 
([a]p>==— 10,7° in Wasser, -athylpropionséure,  [a«]p—— 10,0° in Wasser, 
— 41,6° in HCl), ({a]p =-+ 24,2° in Benzol, — 41,1° in HCl] 
Siedep., mm 117—119°. | 
Schmelzp. 40—41°). Y 
Phenylisocyanatverbindung 
[a ]p = — 33,1°inabs. Alkohol. 
Schmelzp. 120—130°. 
CO-Cl + NH,:CH,:-COOH CO—NH-CH,- COOH 
| | 
H—C—Br nial H—C—Br + NH, 
| | 
H,C,—CH—CH, H,C,—_CH—CH, 
[d]-(+ )a-Brom-f-methyl-f-athy]- [d]-(+)a-Brom-f-methyl-f-athyl- - 
propionylchlorid. propionyl-glycin 
Siedep., mm = 57—59° ([aJ-” =+-62,7° in absol. Alkohol). * 
Schmelzp. 107—108°. | J 
CO—NH-CH,-COOH COOH 4 NH,-CH,-COOH | : 
| “3 n 
-> NH,—C—H + H,O0 —> NH,—C—H Y el 
| | Pikrat. Ve 
H,C,—CH—CH, H,C,—CH—CH, Schmelzp. ; - 
]-(+-)-Alloisoleucyl-glycin ]-(+-) Alloisoleucin 185—187° 7" 
([a];” =+ 57,0°) in Wasser. ([x]p = + 13,3°inWasser, Wi 
: + 37,4° in HCl). wr, 
7 
Phenylisocyanatverbindung 
[a] =+ 30,4°in abs. Alkohol). Ki 


Schmelzp. 151°. C} 
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COOH COOH COOH 
| | | 
j NH,—C—H + NOBr —> Br—C—H + NH, —> NH,—C—H 
| | | 
H,C,—CH—CH, H,C,—CH—CH, H,C,—CH—CH, 


]-(+-) Alloisoleucin [1]-(—)Allo-e-Brom-f-methyl- —_1-(-+) Alloisoleucin 
((a]p =+ 14,0°in Wasser f-athylpropionsaure («Jpn =+ 13,5° in 
+ 38,1° in HCl). [oi —— 12,90°. Wasser, +-37°in HCI. 
D,, = 1,349, | 
Siedep., mm = 124—126°. Y 
I + SOCI, | Phenylisocyanatverbindung. 
ae ~- Schmelzp. 151° 
y ([a}p =-+ 31,6° in Alkohol). 
CO-Cl + NH,:CH,:-COOH CO—NH-CH,:COOH 
| | 
Br—C—H -> Br—C—H + NH, 
| | 
H,C,—CH—CH, H,C,—CH—CH, 
(1 |-(— )Allo-«-Brom-f-methyl-f- [1]-(— ) Allo- «- Brom-f-methyl-f- 
athylpropionylchlorid. athylpropionyl-glycin 
Siedep.3 wm = 51°. ({a]p =— 48,19). 
Schmelzp. 177—79°. 
CO—NH-CH,:COOH COOH + NH,:CH,:-COOH 
| | 
>»  H—C—NH, + H,O H_-¢_N H, Y 
| | Pikrat 
H,C,—CH—CH, H,C,—_CH—CH, Schmelzp. 
d-(— ) Isoleucyl-glycin d-(— ) Isoleucin 185—187° 
([a]p =— 18,8°). ([a]p =— 9,8° in Wasser 


— 38,2° in HCl). 
| 


Sinuniimieatnaiiniens 

[a]p =— 33,5°. Schmelzp. 119—124°. 
rung der dem Iso- und Alloisoleucin entsprechenden «-Bromfett- 
siiuren erheblich viel rascher verliuft (etwa 4—5 Tage) als die- 
jenige der entsprechenden Bromacylderivate von Aminosiiuren 
(z. B. Glyein) (etwa 830—50 Tage). In Hinsicht auf die im experi- 
mentellen Teil mitgeteilten Werte fiir das Drehungsvermégen der 
cinzelnen Verbindungen sei bemerkt, daB diejenigen fiir die Halogen- 
verbindungen sich den absoluten Gr6éBen stark nahern dirften, 
wahrend bei den aminierten mit der Méglichkeit einer mehr oder 
weniger erheblichen Racemisierung des «-C-Atoms gerechnet 
werden muB. 


Experimenteller Teil. 
Die Methoden waren die tblichen: Bromierung mittels NOBr (durch 
Hinleiten von NO in das System Aminosaure + waBrige 20°/,ige HBr + Br,), 
Chlorieren mittels SOCI,, Kuppeln in alkalischer Lésung, Aminieren in m/5- 
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oder m 10-Substratkonzentration mittels konzentriertem, waBrigem NH, bei 37 
Reinigen nach der Ag,SO,-Ba(OQH),-Methode, und — soweit mdglich 
Fallen des Dipeptids aus der konzentrierten, wibrigen Lésung mittels Alkohols. 
Hyvdrolysiert wurde mittels 20°,iger I!.SO, durch etwa 6—8 Stunden lanes 
Kochen. Nach Entfernung der H,SO, wurde das Glykokoll als Pikrat isoliert 
und mittels des Schmelzpunktes identifiziert. Das aktive Isoleucin bzw. Allo- 
isoleucin gewannen wir als solches und fiihrten es nach Feststellung der spezi- 
fischen Drehung in das Phenylisocyanat iiber. 


Gilyvevl-l( + )isoleucin.') 
Die Vorstufe Chloracetyl-l( + )-isoleucin wurde aus I-(+-)-Isoleucin 


r my 4 = . . ‘ . . . 
a} 10,79 in H,O bzw. -+ 40,8° in HCI dargestellt, wie in der Literatur 
angegeben ist. Die Ausbeute war befriedigend. Wir fanden fiir das um- 


krystallisierte Produkt: Schmelzp. 71—73° (unkorrigiert) und Ce =-+ 26,0° 
fiir cine 5° ,ige Lésung in absolutem Alkohol. 

Die Aminierung erfolgte in m/5-Konzentration bei 37° mittels konzen- 
triertem wiBrigem NH,:; wir fanden fiir das umkrystallisierte analysenreine 
Produkt Schmelzp. 242—243° (unkorr.) unter Zersetzung und [x], = — 14,]1° 
fiir die 4° ,ige Lésung in Wasser. 

Glycyvl-d(— )-isoleucin.*) 

Die Vorstufe Chloracetyl-d(— )-isoleucin wurde aus d-(—)-Isoleucin dar- 
gestellt und in befriedigender Ausbeute erhalten. [lolp 10,7° in H,O 
41,1° in HCl. | Wir fanden Schmelzp. 72—74° 8) (unkorrigiert) und 
are 26,1° fiir die 5°/,ige Lésung in absolutem Alkohol. 

Die Aminierung erfolgte in m/5-Konzentration bei 37° mittels waBrigem 
konzentrierten NH,. Wir fanden fiir das umkrystallisierte, analysenreine 
Produkt Schmelzp. 240—242° (unkorrigiert) unter Zersetzung und [a}p”” 

13.694) fiir die 4°/,ige Lésung in Wasser. 

Glycyl-l-(+-)-alloisoleucin. 

Die Vorstufe Chloracetyl-I(-+)-alloisoleucin wurde aus I-(+-)-Allo- 


© ° 2) 0 ° 20 ° ‘ ‘ 
isoleucin|[%]j,  =-+ 14,0° in H,O baw. -+ 38,1° in H¢ |] dargestellt. Im Gegen- 


satz zu den analogen Derivaten des Isoleucins krystallisierte es aus waBriger 


Losung gar nicht (vielleicht nur deshalb, weil wir mit ziemlich kleinen Menge: 
arbeiten muBten) und aus Ather-Petrolither-Ligroin erst nach sehr langem 
Stehen, nachdem alles leicht siedende Lésungsmittel verdunstet war. Eine 
ungeniigende Umkrystallisation gelang schlieBlich durch Anwendung von 
Chloroform + Tetrachlorkohlenstoff und Ligroin. Es bildeten sich Oktaeder. 
Die Ausbeute war unbefriedigend. Schmelzp. 80—86° (unscharf, erweicht 70°, 
sintert 75°, unkorrigiert). [oJ 19,1° in absolutem Alkohol. 

0.0779 g in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 


im dm-Rohr bei 20° + 0,99°, 


1) Vel. E. Abderhalden, P. Hirsch u. J. Schuler, a.a. O. 

2) Vel. E. Abderhalden u. J. Schuler, Chem. Ber. 48, 907 (1910). 

8) Frithere Angabe: Schmelzp. 81° (Beginn des Erweichens bei 74°) und 
22.0° in absolutem Alkohol. 

4) Friihere Angabe: [a] -- 13,149 in Wasser. 
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9,160 mg Substanz gaben 0,550 cem N, bei 752 mm und 19°. 
Gef. 6,959), N, 
Fiir C,H,,0,NCI (Mol.-Gew. 207,6) Ber. 6,76, ,, 


Durch Aminierung (konz. etwa m/10) mit konz. waBrigem NH, bei 37° 
erhielten wir nach der Reinigung mittels Ag,SO,-Ba(OH), und Umkrystalli- 
sation aus heiBem Wasser + heiBem Alkohol das reine Dipeptid in kleinen 
breiten Nadeln. 

Wir fanden Schmelzp. 245—247° (unkorrigiert) unter Zersetzung und 
[x], =— 9,4° in Wasser. 

0,0605 g in H,O zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
bei 19° — 0,389. 


8,950 mg Substanz gaben 1,160 ccm N, bei 760 mm und 20°, 
Gef. 15,10°/, N, 
Fiir CgH,,0,N, Mol.-Gew. 188,1) Ber. 14,89,, ,, 


Glycyl-d(—)-alloisoleucin. 
Seine Vorstufe Chloracetyl-d(—)-alloisoleucin wurde aus 


d(—)-Alloisoleucin dargestellt. [a] =— 14,2° in H,O bzw. — 38,0° in HCl. 


D 

Da es noch weniger leicht zur Krystallisation zu bringen war als die eben 
beschriebene Antipode, und es im besten Falle stets nur zur Bildung von 
Krystallkeimen kam, ohne daB die élige Masse erstarrte, begniigten wir uns 
mit 2maligem Umfallen, zuerst aus Ather—Petrolaither-Ligroin, dann aus 
Chloroform-Tetrachlorkohlenstoff—Ligroin und verzichteten auf die Be- 
stimmung von spezifischer Drehung und Schmelzpunkt. Zur Aminierung 
mittels konzentriertem NH, bei 37° verwandten wir die vom Lésungsmittel 
méglichst gut befreite gelblich-braune zihe Masse und isolierten das Dipeptid 
nach der tiblichen Methode. Nach einigen Umwegen erhielten wir schlieBlich 
auch ein aus Wasser +- Alkohol umkrystallisiertes analysenreines Dipeptid 
in kleinen breiten Nadeln. 

Schmelzp. 244—246° (unkorrigiert) unter Zersetzung. [a]p =-+ 9,2° in 
Wasser. 

0,0604 ¢ in H,O zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
bei 18° + 0,379. 


8,580 mg Substanz gaben 1,130 ccm N, bei 746 mm und 20° 
Gef. 15,02°/, N, 
Fiir C,H,,O,N,. (Mol.-Gew. 188,1) Ber. 14,89,, ,, 


(d]-(+)-Allo-«-brom-f-methyl-f-athylpropionsadure') entstand 
aus d(—)-Alloisoleucin [x]7° =— 14,29 in H,O bzw. — 38,0° in HCl bei der 
3ehandlung mit NOBr. Sie wurde im Hochvakuum destilliert. Wir fanden 
Siedep. 5-3 inm 107—108° (unkorrigiert) fiir die Hauptmenge (aufgefangen wurde 
zwischen 105 und 110°). Wir erhielten dabei ein fast farbloses, dickfliissiges 
Ol, das auch bei sehr langem Einstellen in eine sehr gut wirkende Eis—Koch- 
salzkaltemischung nicht erstarrte, sondern nur zihfliissiger wurde. Sein 
spezifisches Gewicht wurde von uns zu 1,345/18° bestimmt, [x], =-+ 12,80°. 


1) Vgl. hierzu und dem Folgenden E. Abderhalden, P. Hirsch u. 
J. Schuler, a.a. O. 
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Das 0! selbst drehte das Na-Licht im dm-Rohr bei 18° + 17,04°. Mit waB- 
rigem konzentrierten NH, bei 37° aminiert, lieferte es in befriedigender Aus- 
beute d(— )-Alloisoleucin [a]}" =— 13,5° in H,O bzw. — 358° in HCl. 

0,0300 g in H,O zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
bei 19° — 0,27°. 0,0301 g in 20°/,iger HCl zu 1,5 cem gelést, drehten das 
Na-Licht bei 19° — 0,72°. 

Das daraus hergestellte Phenylisocyanat zeigte Schmelzp. 150—151°, 
[ej ==— 29,5° in absolutem Alkohol.') 

0,0605 g in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Robhr bei 20° — 1,18°. 

Durch Chlorieren mit SOCI, erhielten wir daraus [d](-+)-Allo-a-brom-j- 
methyl-f-aithylpropionylchlorid Siedep.,.—33 mm = 76—78° (unkorrigiert). 

[1]-(—) Allo-«-brom-f-methyl-f-athylpropionsaure entstand aus 
l(-+-)Alloisoleucin. [a];"° =-+ 14,3° in H,O und + 38,8° in HCl bei der Bro- 
mierung mit NOBr. Sie hatte den Siedep., mn. = 124—126°, das spezifische 
Gewicht D,, = 1,340 und oa =— 12,90° (sie drehte das Na-Licht im 
dm-Rohr bei 19° — 17,03°) und war ebensowenig zum Erstarren zu bringen 
wie die beschriebene Antipode. Beim Aminieren mit konzentriertem, waBrigem 
NH, bei 37° erhielten wir wieder 1(-+-)-Alloisoleucin [ol =-+ 13,5° in 
H,O bzw. + 37° in HCI. 


0,0310 g in H,O zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rolr 


bei 17° + 0,28°. 0,0300 g in 20°/,iger HCI zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na- 
Licht im dm-Rohr bei 17° + 0,74°. 

1(-++-)Alloisoleucinphenyl-.socyanat. Schmelzp. 151° (unkorrigiert), 
[a] == -}- 31,6° in absolutem Alkohol. 

0,0760 g in absolutem Alkohol gelést zu 1,5 cem, drehten das Na-Licht 
m dm-Rohr bei 20° + 1,57°. 

Beim Chlorieren mit SOCI, entstand daraus [1](—)Allo-«-brom-/- 
methyl-f-athyl-propionylchlorid Siedep.,m,. = 51° (unkorrigiert). 

[d](+)-a-Brom-f-methyl-f-athylpropionsdure entstand aus 
d(— )Isoleucin, [a] =— 10,7° in H,O bzw. — 41,6° in HCl beim Bromieren 
mit NOBr; Siedep. 117—119° (unkorrigiert), erstarrte zum gr6Bten Teil schon 


beim Stehen bei Raumtemperatur, vollkommen aber erst in einer Kalte- 


mischung. (Zur Reindarstellung empfiehlt es sich, den bei etwa 10° fliissiz 
bleibenden Teil zu entfernen.) Aus méglichst wenig Petrolather umkrystalli- 
siert, fanden wir Schmelzp. 40—41° (unkorrigiert), [«]})” =-+ 24,2° in Benzol. 

0,0664 ¢ in thiophenfreiem Benzol zu 1,5 cem_ gelést, drehten das 
Na-Licht im dm-Rohr bei 19° + 1,08°. 

Mit waBrigem, konzentriertem NH, aminiert, liefert a-(-+)-Brom-)- 
methyl-/-ithylpropionsiure wieder d(— )-Isoleucin (a) =— 10,0° in H,0 
bzw. — 41,1° in HCl. 

0,0300 ¢ in H,O zu 1,5 cem gelést, drehten das Na-Licht im dm-Roh 
bei 21° — 0,20°, 0,0300 g in 20°/,iger HCl zu 1,5 ecm geldést, drehten das 
Na-Licht im dm-Rohr bei 21° — 0,84°. 


') Kk. Abderhalden u. W. Zeisset, a.a.O., fanden Schmelzp. 15] 

“ae % 9 ~~: ° ae 
(unkorrigiert) und [x]; = — 29,5° in absolutem Alkohol. Das Gemisch beide! 
Praiparate ergab keine Schmelzpunktsdepression. 
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Das aus dem gewonnenen d-(— )-Isoleucin hergestellte Pheny lisocyanat 
zeigte Schmelzp. 125—130° (unkorrigiert)'), [a] =— $2,1° in absolutem 
Alkohol. 

0,0751 g in absolutem Alkokol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Rohr bei 20° — 1,61°. 

Mittels SOC], wurde daraus [d](-+)-«-Brom-f-methyl-f-aithyl- 
propionylchlorid Siedep., 57—59° (unkorrigiert) gewonnen. 

[1]-(—)-«-Brom-f-methyl- B- athyl-propionsaure bildete sich beim 
Bromieren von 1-(-++-)Isoleucin [a] =-+ 10,7° in H,O bzw. + 40,8° in HCl. 

i Siedep.s-, = 117 — 20° (unkorrigiert). Es erstarrte ebenfalls wie die be- 
schriebene Antipode zum weitaus gr6éBten Teil schon beim Stehen bei Raum- 
temperatur, vollstandig in einer Kaltemischung, schmolz aber wieder teil- 
weise beim Erwarmen auf etwa 20°. Die isolierten und aus Petrolaither um- 
krystallisierten festen Anteile zeigten Schmelzp. 38—40° (unkorrigiert), 


[ayie® =— 22,3° in Benzol. 
0,0600 g in — nfreiem Benzol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Rohr bei 17° — 0,90°. 


sei der Aminierung mittels konzentriertem, waBrigen NH, (bei 37°) 
bildete sich wieder 1-(-++)Isoleucin [a]; =-+ 10,8° in H,O bzw. + 39,3° 
in HCl. 

0,0304 g in H,O zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
bei 14° +. 0,22°. 0,0290 g in 20°/,iger HCl zu 1,5 ccm gelést, drehten das 
Na-Licht im dm-Rohr bei 19° + 0,76°. 

Das zur Identifizierung hergestellte Phenylisocyanat zeigte Schmelz- 
punkt 123—127° (unkorrigiert) und [x]p° =-+ 32,4° in absolutem Alkohol. 

0,0740 g in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Rohr bei 20° + 1,60°. 

Durch Chlorieren mit SOC], wurde daraus [1]-(—)«-Brom-f-methy]- 
p-athyl-propionylchlorid Siedep.,;) = 69—71° (unkorrigiert) gewonnen. 

1. d-(—)Isoleucyl-glycin. 


Seine Vorstufe, das_ [l]-(—)Allo-«-brom-f-methyl-/-athyl-propiony|- 
yivein, wurde aus dem aktiven eee das wir aus [l]-(—)Allo-«-brom-/- 
methyl-f-athyl-propionsaiure [o}}” =— 12,9° gewonnen hatten, hergestellt. 


Es schied sich beim Anséuern 6lig ab. Aus der konzentrierten, atherischen 
Lésung konnte der Bromkérper mittels Petrolather, zunachst allerdings nur als 
OM, gefallt werden. Es krystallisierte jedoch nach dem Impfen mit Krystall- 
keimen, die wir durch Verdunsten eines Teils auf groBer Flaiche im Vakuum 
erzeugt hatten, in gelblichen, gut ausgebildeten Prismen. Ausbeute etwa 
75°/, der Theorie, Schmelzp. 77—79° (sintert bei 75°, erweicht langsam bei 65°) 
unkorrigiert [a]? ° —— 48,1° in absolutem Alkohol. 

0,0608 g in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Rohr bei 20° — 1,95°. 
: 9,635 g Substanz gaben 0,485 ccm N, bei 742 mm und 21°. 

Gef. 5,70°/, Nz 

Fir C,H,,0,Br (Mol.-Gew. 251,1) Ber. 5,56,, ,, 








1) Es waren die nicht erstarrenden Anteile der Bromfettsiure mit ver- 
wendet worden. 
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Die Aminierung erfolgte mit konzentriertem, waBrigem NH, bei 37° 
und m/10-Substanzkonzentration. Es war auBerst schwierig, das Dipeptid 
auch nur annahernd rein zu erhalten. SchlieBlich kochten wir mit Essigester 
aus, wobei nur wenig Substanz (Anhydrid) in Lésung ging, lésten in méglichst 
wenig absolutem Alkohol und fillten mit trockenem Ather. Es bildete sich 
ein flockiger Niederschlag. Ausbeute gering. Schmelzp. 212—214° (unkorri- 
giert; Zersetzung) [Jp " =— 18,89 in Wasser. 

0,0311 g in H,O zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
bei 21° — 0,39°. 

7,710 mg Substanz gaben 1,070 ccm N, bei 754 mm und 23°. 

Gef. 15,90°/, N,') 
Fir C,H,,0,N. (Mol.-Gew. 188,1) Ber. 14,89,, ,, 

sei der Hydrolyse entstanden Glykokoll, isoliert und identifiziert 

als Pikrat Schmelzp. 185—187° (unkorrigiert), und d(—)-Isoleucin 


[x]5, — 9,8° in H,O bzw. — 38,2° in HCI. 

0,0305 g¢ in H,O zu 1,5 cem gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rohr ; 
bei 23° -- 0,20°. 0,0601 g in 20°/,iger HCl zu 1,5 cem geloést, drehten das 
Na-Licht im dm-Rohr bei 23° + 1,53°. ( 

Das aus d(— )-[soleucin hergestellte Phenylisocyanat zeigte Schmelzp. 119 ¢ 
bis 124° (unkorrigiert) und [a] —— 33,5° in absolutem Alkohol. | 

0,0751 g in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht ; 
im dm-Rohr bei 20° — 1,68°. | 

1-(+-)Isoleucyl-glycin. | 

Die Vorstufe [d]-(+-)Allo-«-brom-/-athyl-6-methyl-propionyl-glycin wurd: 
aus dem Chlorid der betreffenden «- Bromfettsaiure (a]p == -+12,80°) gewonnen. 

Das Dipeptid bildete beim Ansauern eine Emulsion und erstarrte nicht. Aus 

der konzentrierten, atherischen Lésung fiel es mit Petrolather ebenfalls als 

Ol aus, krystallisierte aber schlieBlich nach langerem Stehen, wenn es mit 2 
Krystallkeimen geimpft wurde, die durch vollstandige Verdunstung eincr ) 
kleinen Menge der Lésung auf groBer Flaiche im Vakuumexsiccator gewonnen . 
worden waren. Ausbeute etwa 60°/, der Theorie, Schmelzp. 81—82° un- " 
korrigiert (erweicht 75°, sintert 80°) [a], =-+- 49,4° in absolutem Alkohol.*) (1 

0,0604 ¢ in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Rohr bei 20° + 2,01°. b 

9,135 mg Substanz gaben 0,475 ccm N, bei 752 mm und 24°. 

Gef. 5,91°/, N, 
Fiir C,H,,0,Be (Mol.-Gew. 252,1) Ber. 5,56,, ,, 

Die Aminierung erfolgte bei 37° mittels konzentriertem, waBrigem NH 
(Substanzkonzentration m/10). Die Lésung wurde nach der Ag,SO,-Ba(OH).- \u 
Methode aufgearbeitet, doch gelang es uns auch hier nicht, eine ideale Krystalli- hy 

— ; . be 

') Die Substanz enthielt etwas NH,, nachweisbar mit Nesslerreagens \. 

*) Abderhalden, Hirsch u. Schuler (a. a. O.) fanden [a]s?" =-+ 64,4 
in Alkohol und Schmelzp. 91—92°. Sie hatten somit die Vorstufe vou 
I(-++-)-Alloisoleucylglycin in Handen und nicht die des 1(+-)-Isoleucyl-glycins Pr 


Vgl. auch damit die folgenden von uns gefundenen Daten. 
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sationsmethode ausfindig zu machen. SchlieBlich begniigten wir uns damit, 
den durch Verdampfen im Vakuum erhaltenen Riickstand mit Essigester 
auszukochen, wobei neben wenig gebildetem Anhydrid auch etwas Dipeptid 
in Lésung ging. Wir nahmen dann in wenig absolutem Alkohol auf und fallten 
mit trockenem Ather. Der flockige Niederschlag wurde abgesaugt. Er war 
leicht hygroskopisch und wurde im Vakuum bei 105° iiber P.O, getrocknet. 
Schmelzp. 220° (unkorrigiert, Zersetzung) ie =-- 16,6° in Wasser. 

0,0404 g in H,O zu 1,5 cem gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
hei 19° + 0,38°. 


7,435 mg Substanz gaben 0,94 cem N, bei 755 mm und 22°, 
Gef. 14,53°/, N, 
Fiir C,H,,0,N,. (Mol.-Gew. 188,1) Ber. 14,89°/, ,, 
I(-+)-Alloisoleucyl-glycin. 
Die Vorstufe [d](-+-)-«- Brom-f-methyl-f-aithyl-propionyl-glycin 
stellten wir aus Saurechlorid her, das wir aus [d](-+)-«-Brom-f-methyl-f- 
ithyl-propionsaure [Jp =-+ 24,2° gewonnen hatten. Beim Ansduern ent- 


stand zunichst eine Emulsion, in der sich — entsprechend den Angaben in 
der Literatur — nach einiger Zeit Krystallblattchen bildeten. (Ausbeute 


etwa 50°/, der Theorie; um sie zu vergréBern, wurde ausgeaithert und mit 
Petrolather gefallt.) Sie wurden isoliert und erwiesen sich als analysenrein. 
Schmelzp. 107—108°. [Jn = -+ 62,7° in absolutem Alkohol. 

0,0590 g in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Rohr bei 20° + 2,479. 


8,215 mg Substanz gaben 0,405 ccm N, bei 750 mm und 22°, 
Gef. 5,63°/, No 
Fiir C,H,,O,NBr (Mol.-Gew. 252,1) Ber. 5,56,, ,, 

Die Aminierung erfolgte bei 37° und einer Substanzkonzentration von 
m 10 mit konzentriertem, waBrigem NH,. Das nach der Ag,SO,-Ba(OH),- 
Methode gereinigte, trockene Dipetid wurde in viel heiBem Essigester gelést 
und durch dessen Einengen wieder auskrystallisiert. Der Rest der Lésung 
wurde mit trockenem Ather gefallt. Ausbeute schlecht. Schmelzp. 260—261° 
(unkorrigiert, Zersetzung). [a]; ==-+ 57,0° in Wasser.') 

0,0957 g in H,O gelést zu 1,5 cem, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
bei 20° + 3,64°. 

7,395 mg Substanz gaben 0,97 ccm N, bei 756 mm und 23°. 

Gef. 15,05°/) N 
Fiir C,H,,0,N, (Mol.-Gew. 161,1) Ber. 14,89 ,, ,, 

Die Hydrolyse lieferte Glvkokoll, dessen Pikrat Schmelzp. 186—187° 
(unkorrigiert) zeigte, sowie I-(+-)-Alloisoleucin [a] =-+ 13,49 in H,O 
haw. + 37,49 in HCl. 

0,0301 g in H,O zu 1,5 cem gelést, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
bei 20° + 0,279. 0,0302 g in 20°/,iger HCl zu 1,5 ccm gelést, drehten das 
Na-Licht im dm-Rohr bei 20° + 0,75°. 

') Abderhalden, Hirsch u. Schuler (a.a.0O.) fanden bei ihrem 


H)9 


Produkt [a]p =-+ 33,599. 








1990 Abderhaldenu. Zeisset, Uber die konfigurativen Beziehungen usw. 


Die Phenylisocyanatverbindung zeigte Schmelzp. 151° unkorrigiert und 
fo  30,4° in absolutem Alkohol. 

0,0317 g in absolutem Alkohol zu 1,5 ccm gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Rohr bei 20° + 0,64°. 

d-(—)-Alloisoleucyl-glycin. 

Wir stellten die Vorstufe [1](—)-«-Brom-f-methyl-f-athyl-propiony!- 
glycin aus dem Chlorid her, das wir aus der entsprechenden «-Bromfettsaure 
[a] —=— 22,3° gewonnen hatten. Es verhielt sich genau wie die zuvor be- 
schriebene Antipode [Ausbeute insgesamt 80°/, der Theorie, Schmelzp. 98 bis 
104° (unkorrigiert), beim Rohprodukt]. Es wurde aus heiBem Wasser um- 
krystallisiert. Schmelzp. 105—106° (unkorrigiert), [a] =— 60,9° in abso. 
lutem Alkohol. 

0,0613 g in absolutem Alkohol zu 1,5 cem gelést, drehten das Na-Licht 
im dm-Rohr bei 20° — 2,49°. 

8,945 mg Substanz gaben 0,440 ccm N, bei 755 mm und 23°. 

Gef. 5,64°/, N 
Fiir C,H,,0,NBr (Mol.-Gew. 252,1) Ber. 5,56,, ,, 

Die Aminierung erfolgte mittels konzentriertem, waBrigem NH, bei 37° 
und m/10-Substanzkonzentration. Das nach der Ag,SO,-Ba(OH),-Methode 
gereinigte, trockene Dipetid wurde in viel Essigester gelést. Die Lésung wurde 
dann stark eingeengt. Das ausgeschiedene Produkt lésten wir dann in abso- 
lutem Alkohol auf und fallten mit trockenem Ather. Ausbeute schlecht. 


iia — 210 ‘ . ‘ 
2—-255° (unkorrigiert, Zersetzung). [a]> = — 62,7° in Wasser. 


Schmelzp. 252 





0,0323 g in H,O gelést zu 1,5 ccm, drehten das Na-Licht im dm-Rohr 
bei 21° — 1,35°. 
8,825 mg Substanz gaben 0,160 ccm N, bei 754 mm und 23°. 
Fiir C,H,,0,;N, (Mol.-Gew. 188,1) Ber. 14,89,, ,, 


























Methylamin als Zwischenprodukt des Glykokollabbaues 
in der iiberlebenden Leber. 
Von 
Richard Kohn. 


Mit 1 Figur im Text. 


{Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Hamburg, Allg. Krankenhaus St. Georg.] 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1931.) 


Als unmittelbare Quelle fiir im Koérper entstehendes Ammoniak 
sind 2 Gruppen von Stoffen nachgewiesen. Kinmal vornehmlich 
auf Grund von Untersuchungen, die aus den Instituten von 
Embden?!) und Parnas*) stammen, die Adenosinphosphorsiure. 
Sie ist ein regelméibiger Bestandteil der Muskulatur und thr Zerfall 
bei der Kontraktion unter Freiwerden von Ammoniak bewiesen. 

Zum zweiten entstammt Ammoniak in gréBerem Umfang 
fraglos dem intermediaéren HKiweiBabbau, insbesondere wohl als 
Vorstufe der Harnstoffbildung. Nihere Daten iiber die Vorginge 
und den Ort der Ammoniakentstehung aus Aminoséuren waren 
aus Untersuchungen an iiberlebenden isolierten Organen zu er- 
warten. Mit solehen Untersuchungen hat sich seit lingerer Zeit 
das Laboratorium von Bornstein befaBt. 

Bornstein und Roese?) konnten zeigen, dai bei der Durch- 
stromung isolierter Organe (Leber, Lunge, Extremitat) niichterner 
Hunde mit Blut niichterner Tiere die Ammoniakmenge nicht 
ansteigt, sondern eher, z. B. von 0,17 innerhalb 2 Stunden auf 
0,11 mg-°/, bei der Leberdurchblutung, abfallt. Setzten sie 
dagegen dem Blute Glykokoll, Alanin oder Asparagin zu, so stieg 
der Ammoniakgehalt bei der Leberdurchblutung auf das etwa 
50—100fache des Anfangswertes, z. B. von 0,15—bis 6,0 mg-°/). 

Bei der Lunge ist dieser Anstieg auch deutlich, aber nicht so 
erheblich. Das Maximum ist nach etwa 100 Minuten erreicht, 
wonach in der Regel ein meist rasches Absinken eintritt, d. h. die 
Harnstoffbildung verlauft schneller als die Desaminierung. Die 
Extremitaét vermag dagegen keine nachweisbare Zersetzung der 
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Aminosduren zu bewirken; ihre Fahigkeit, Ammoniak zu_ bilden, 
ist, wie gesagt, auf die Adenosinphosphorsiure zuriickzufihren. 
Die Bedeutung der Aminosiure als Ammoniakquelle hat Born- 
stein‘) in weiteren Versuchen beweisen kénnen. Gibt man namlich 
Hunden Amunosiiuren unter geeigneten Bedingungen intravends, 
so steigt sehr rasch der Blutammoniakgehalt und etwas spiter 
der Harnstoffspiegel an. Ahnliche, nur langsamer steigende und 
protrahierter verlaufende Kurven erhielt er bei peroraler Zu- 
fihrung von Amuinoséuren oder Fleischnahrung. Einen wichtigen 
Beitrag zur Frage des Ortes der Desaminierung lieferte der letzt- 
eenannte Autor’) mittels Glykokollinjektionen an Hunden, denen 
der Verdauungstraktus mit den Anhangsorganen Pankreas, Milz 
und Nieren entfernt und die Leber nach Unterbindung der 
Arteria hepatica und Vena portae abgetragen worden war. Die 
Blutammoniakwerte zeigten nunmehr keinen Anstieg, der da- 
gegen prompt eintrat, wenn bei Evisceration die Leber nicht 
entfernt wurde; damit kann die zentrale Stellung dieses Organs 
bei der Desaminierung der Aminosiuren erneut als bewiesen gelten. 

Da das Glykokoll als niedrigste Aminosiure schon rein che- 
misch eine gewisse Sonderstellung einnimmt, und wir haupt- 
sichlich mit diesen bei unseren Desaminierungsversuchen  ge- 
arbeitet hatten, erhob sich die Frage nach eventuell wihrend des 
Abbaues des Glykokolls zum Harnstoff auftretenden Zwischen- 
produkten. 

Hierbei sind schon theoretisch mehrere Moéglichkeiten in Erwagung zu 
ziehen, so denkt man bei allen Aminosiuren an die Méglichkeit, daB bei ihrem 
Abbau Ameisensiure abgespalten werden kénnte. Auf das Glykokoll an- 
gewandt, wiirde sich dieser Vorgang folgendermaBen darstellen lassen: 

CH,—NH,—COOH + 0, — HCOOH + NH, -+- CO, . 
Aus friiheren Zeiten liegen keine Beweise fiir das tatsachliche Vorkommen 
dieses Prozesses im Tierkérper vor. Im Bornsteinschen Institut hat Ilse 
Enoch in darauf gerichteten unveréffentlichten Untersuchungen keine fiir 
diese Annahme sprechenden Ergebnisse erzielt, denn die gelegentlich ge- 
fundenen Mengen von Ameisensaure lagen zu dicht an der Fehlergrenze, um 
bindende Schliisse daraus zu ziehen. 

Weiterhin verdient die alte Salkowskische Theorie die Diskussion, 
die das Auftreten von Cyansaéure bei dem Aminosaéureabbau annimmt, wie 
im folgenden dargestellt ist: 


I. R—CHNH 
+ O-—» RCHO + HCNO, 


el 
OC [Anhydridform] 


NH, 
Il. HCNO + H,O =C“O + CO, + NH, 
\OH 








r Zu 
reni 
an- 


men 
Ilse 
fiir 
ge- 
um 


3]0n, 
wie 





Methylamin als Zwischenprodukt des Glykokollabbaues usw. 193 


und weiter ein anderes Cyansiuremolekiil: 


ii: 
‘NH (cyclische Form des Harnstoffs) . 

Wir entnehmen also dieser Aufstellung, daB auch hiernach Ammoniak im 
Blut auftreten miiBte. Nun haben jedoch Bornstein und Pantke®) bei 
intravendser Injektion von cyansaurem Natrium bei Hunden keine Erhéhung 
des Blutammoniaks feststellen kénnen; diese trat vielmehr erst ein, wenn 
infolge toxischer Cyankonzentrationen Krimpfe auftraten. Mit Riicksicht 
auf diese Ergebnisse muB man also von dieser Annahme absehen. 

Als dritte Méglichkeit kime die primire Decarboxylierung in Frage. 
Es wirde aus ihm nach der Formel 

CH,—NH,—COOH = CH,—NH, -+ CO, , 


also Methylamin entstehen, dem eine erhebliche differente Wirkung auf den 
Organismus nicht zukommt; es ist iibrigens in geringen Mengen im Harn, 
besonders bei Typhus, festgestellt worden, doch diirfte es in diesen Fallen 
wohl der Resorption bakteriell zersetzten EiweiBes seinen Ursprung verdanken, 
wie ja ttberhaupt die Aminbildung durch Bakterienwirkung bekannt ist. 

Es galt nun fiir uns zu untersuchen, ob iiberhaupt bzw. zu 
einem wie groBen Teile Glykokoll iiber Methylamin als Zwischen- 
produkt abgebaut wird. 


Eigene Untersuchungen. 


Entsprechend den vorhergehenden Versuchen in diesem 
Institut wurden die Versuche an der iiberlebenden Hundeleber 
ausgeftihrt, die in isoliertem Zustande mit arteigenem Blute nach 
der von Bornstein und Gremels’) angegebenen Methode 
(ktinstliches Herz und Lunge) durchblutet wurde. Zur Operation 
erhielten die Tiere eine Morphin-Chloralosenarkose, und es wurde 
dann so vorgegangen, daB der Kreislauf bis kurz vor der Heraus- 
nahme des Organes intakt blieb. Nach Abbindung der Arteria 
hepatica erfolgte die Durchstr6mung von der Pfortader, der Riick- 
flu8 aus der Lebervene. 


Da man naturgema8 mit nur kleinen Mengen des eventuell auftretenden 
Methylamins rechnen muBte, so war eine empfindliche Reaktion notwendig. 
Eine solche schien durch die Hoffmannsche Isonitrilreaktion gegeben, die 
nur bei primaéren Aminen positiv ausfallt. Isonitrile sind bekanntlich durch 
ihren sehr charakteristischen und schon in geringsten Konzentrationen wahr- 
nehmbaren Geruch ausgezeichnet. Es zeigte sich, daB noch Mengen von 
0,01 mg Methylamin in etwa 20 ccm Fliissigkeit von unbefangenen Personen 
mit Sicherheit durch den Geruch wahrgenommen werden konnten. Die 
Reaktion wurde so ausgefiihrt, daB zu etwa 5ccm der zu untersuchenden 
Lésung etwa 15 ccm mit 96°/,igem Alkohol bereitete konzentrierte Kalilauge 
und einige Tropfen Chloroform gegeben wurden, dieses Gemisch wurde in 
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einem kleinen Erlenmeyerkélbchen bis eben zum Kochen erhitzt und dann 
rasch abgekiihlt, wonach der Geruch besonders deutlich hervortritt. Zur 
Destillation des Ammoniaks aus Blut wurde die von Bornstein und Keite| 
etwas modifizierte Methode von Parnas und Heller angewandt, doch war 
fiir die gréBeren Blutmengen, die in den meisten der folgenden Versuche ver- 
wandt wurden, eine VergréBerung und zweckentsprechende Anderung der 
Apparatur nétig, wie sie aus beifolgender Skizze ersichtlich ist. Seinem 


co | 





Beschreibung der Apparatur. 
(Skizze von Frl. stud. med. L. Miiller.) 

A = Auffangréhrchen fiir das Destillat (Ammoniak und Methylamin), beschickt 
mit einigen Tropfen n/10-HCl. 

B = Glaszylinder, in welchem A verschieblich sich befindet. 

C = Kochkolben zur Wasserdampfentwicklung. 

D und EF = Regulierhahne. 

F = Absperrbarer Einfiihrtrichter fiir Blut usw. 

G@ = DestillationsgefaB, aus dem mittels Wasserdampf die fliichtigen Bestand- 
teile nach Alkalisierung im Vakuum ausgetrieben werden. 

H = Saugflasche, in einem Eiskiibel befindlich, zur Sammlung des bereits 
im Kiihler vorher kondensierten Dampfes. 

J = LufteinlaBhahn zur Regulierung des Vakuums. 

K und kK’ = Mit Natronkalk gefiillte Trockentiirme. 

LI = Absperrhahn. 

M= Manometer. 

P = Rotierende Olkapselpumpe. 





~~ 








~~ 
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chemisch und physikalisch dem Ammoniak ahnlichen Verhalten entsprechend, 
geht das Methylamin bei dieser Destillationsmethode ebenfalls mit dem 
Ammoniak iiber. Zur Erzielung des nétigen Vakuums erwiesen sich Wasser- 
strahlpumpen, besonders bei unserem sehr schwankenden Wasserdruck, als 
nicht leistungsfihig genug. Deshalb benutzten wir mit gutem Erfolg eine 
Olkapselpumpe nach Gaede, die vor dem Eindringen von Wasserdampf 
durch sorgfaltige Kiihlung und Vorschalten von 2 Natronkalk-Trockentiirmen 
geschiitzt wurde. 


Abgesehen von den ersten Versuchen, die noch nicht an dieser 
vergroBerten Apparatur ausgefiihrt wurden, kamen 20 cem Blut 
fiir jede Destillation zur Verwendung, gegen 4cem im Anfang. 
Diese Menge wurde in 2 Teilen zu 10 cem kurz hintereinander 
unter Paraffin eingefiihrt, zur Alkalisierung diente das Borsiiure- 
Natronlaugepuffergemisch, auch die iibrigen Bedingungen ent- 
sprachen den Angaben von Parnas und Heller fiir die Blut- 
ammoniakbestimmung. Bei einiger Ubung und Aufmerksamkeit 
laBt sich auch das Schiéumen des Blutes in Grenzen halten. Die 
Leber wurde niichtern den Tieren entnommen und mit eigenem 
und dem Blute anderer niichterner Hunde durchstrémt, das ent- 
weder am gleichen oder am Vortage entnommen worden war. 
Was in den folgenden Angaben mit frisch, alt oder gemischt 
bezeichnet ist. Die Blutmenge betrug etwa 1200—1500 cem. Es 
zeigte sich nun, daB altes, im EHisschrank aufbewahrtes Blut 
manchmal schon vor dem Versuch eine geringe Isonitrilreaktion 
gab, was wohl auf Bakterieneinwirkung oder autolytische Vor- 
ginge zuriickzufiihren ist. Diese anfingliche Reaktion schwand 
jedoch ganzlich, nachdem das Blut einige Zeit durch das Priparat 
gekreist war. Eine ahnliche Beobachtung hatte, wie oben erwihnt, 
Bornstein bei dem Blutammoniak gemacht, das auch bei der 
Leberdurchstr6mung ohne Zusitze gegen den Anfangswert ab- 
sank. Nachdem der Versuch etwa 1/, Stunde lief, wurden dem 
Blute 5 g Glykokoll in 20 cem Ringerlésung geloést und mit Natrium- 
bicarbonat annahernd neutralisiert zugesetzt. Kurz vorher war 
noch Blut zur Isonitrilprobe und Ammoniakbestimmung ent- 
nommen worden. Etwa 50 Minuten nach dem Glykokollzusatz 
und dann weiter in regelmaiBigen Abstinden von 20 Minuten 
wurden je etwa 25 ccm des Durchstrémungsblutes zur Isonitril- 
reaktion und Ammoniakbestimmung verwandt. Dabei ergaben 
sich folgende Resultate: Der Ammoniakgehalt stieg, wie erwartet, 
von den niedrigen Anfangswerten von etwa 0,15—0,25 mg-°/) im 
Verlaufe von etwa 120—150 Minuten auf 4—5 mg-®/, an, um dann 
meist langsam wieder abzusinken. Nach héchstens 190 Minuten 











196 Richard Kohn, 


Dauer, Ofter schon vorher, muBte der Versuch abgebrochen werden, 
da dann das absterbende Organ keine verwertbaren Resultate 
mehr ergibt, eine Erfahrung, die schon bei friiheren Arbeiten in 
diesem Institut gemacht worden war. Da es sich bei dem 
Methylaminnachweis mittels der Isonitrilprobe um einen sub- 
jektiven Geruchsnachweis handelt, wurde jede Fraktion mit einem 
Blindwerte drei chemisch geiibten Personen unter diesen un- 
bekannten Bezeichnungen zur Begutachtung iibergeben und nur 
von allen wbereinstimmend als positiv oder negativ bezeichneten 
Proben (was tbrigens fast regelmifSig der Fall war) verwertet. 
Zu einem Versuch wurde das Blut unter aseptischen Kautelen 
entnommen; die angelegte Kultur blieb steril. Hier lieB sich dann 
auch von vornherein kein Methylamin nachweisen. Bei der 
50 Minuten nach Glykokollzusatz entnommenen Probe trat bereits 
ein schwacher Isonitrilgeruch auf, der sich meist konstant in den 
spiteren Proben steigerte und in 2 von 8 Versuchen am Schlub 
wieder fehlte oder undeutlich wurde. Hier mag erwihnt sein, dal 
die Isonitrilreaktion natirlich nur generell ein primiires Amin 
nachweist. Doch ergibt fiir unseren Fall die Uberlegung, da8 
wohl nur aus dem Glykokoll Methylamin entstehen kann. 

Die niichste Aufgabe war, das gebildete Methylamin moéglichst 
auch quantitativ zu bestimmen. Die Schwierigkeit dabei lag 
sowohl in der geringen absoluten Menge als auch besonders in der 
gleichzeitigen Anwesenheit von Ammoniak, dem sich Methylamin 
in chemischer Hinsicht auBerordentlich fhnlich verhalt. Eine 
ausgearbeitete Mikromethode zur Trennung dieser beiden Stoffe 
war in dem zur Verfiigung stehenden Schrifttum nicht aut- 
zufinden; es lag also nahe, eine solche in Anlehnung an die vor- 
handenen Makromethoden zu suchen. Als Grundlage diente das 
Verfahren von Francois, welches auf der Eigenschaft des gelben 
Quecksilberoxyds beruht, bei alkalischer Reaktion Ammoniak 
zu binden, wahrend Methylamin in Loésung bleibt. Franzen und 
Schneider’) haben auf diesem Wege die Trennung von Ammon- 
chlorid und Methylaminhydrochlorid versucht; sie arbeiteten mit 
einigen Dezigrammen beider Stoffe, die sie in Gegenwart von 
30°/,iger Natronlauge und 20°/,iger Sodalésung mit gelbem 
(uecksilberoxyd 2 Stunden schiittelten. Sie fanden immer etwas 
Ammoniak noch in der Lésung und einen Teil des Methylamins 
ain Quecksilberoxyd gebunden, besonders bei starkem Uber- 
schuB8 an Ammoniak wird das Amin mit diesem zusammen ad- 
sorbiert. So fanden die genannten Autoren bei einem Verhaltnis 
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von 9 Millimol Ammonchlorid zu 1 Millimol Methylaminhydro- 
chlorid, von letzterem etwa 14°/, zu wenig in der Lésung. Lang- 
ley®), der im Jahre 1929 nach einer ihnlichen Methode arbeitete, 
konnte keine voéllige Adsorption des Ammoniaks erzielen, und 
vermag daher den fiir Methylamin in der Lésung gefundenen Wert 
nicht als zuverlassig anzuerkennen. Fiir unsere Zwecke muBte 
aber natiirlich die Entfernung des Ammoniaks als unerliBlich 
aungesehen werden. — Als geeigneten Nachweis fiir das Ammoniak 
wurde die Nesslersche Reaktion benutzt, die, wie sich zeigte, 
noch 0,0002 mg NH,-N in 1 cem anzeigt. Das zur Adsorption 
benutzte Quecksilberoxyd wurde vor dem Gebrauch mit starker 
Natronlauge aufgekocht, mit doppelt destilliertem Wasser bis zur 
fast neutralen Reaktion ausgewaschen und auf dem Wasserbade 
setrocknet. 5 cem einer Ammonsulfatlésung, enthaltend 0,01 mg 
NHs-N wurden mit diesem Quecksilberoxyd in ein 10-cem-Kélb- 
chen gebracht, auf 10 cem mit Wasser und den unten angegebenen 
Zusaitzen aufgefiillt und dann 2 Stunden lang im Dunkeln ge- 
schiittelt. Nach Zentrifugierung wurden 5 cem davon abpipettiert 
und unter Beriicksichtigung des Blindwertes gegen einen Ammon- 
sulfatstandard colorimetrisch mittels Nesslerisation bestimmt. 
Wenn tatsachlich alles Ammoniak am Quecksilberoxyd gebunden 
wird, diirfte natiirlich keine positive Reaktion mit Nesslerlésung 
in der Fliissigkeit mehr auftreten. 


Tabelle 1. 
Ausschiitteln von 0,01 mg NH,-N mit HgO. 





“ HzO Zusitze Nicht gebundenes NH,-N 
Nr. in °, der Ausgangsmenge 
mg cem (nach Abzug des Blindwertes) 
] 30 | 20°/,ige Sodalsg. u. 30°/,ige Na- 42 
tronlauge gemischt wie 3 : 2 = 0,04 
2 60 wie | 62 
5) 50 ohne Zusatz 10 
t 50 Sodalésung 0,2 20 
5 50 n/10-Salzséure 0,1 34 
6 50 | Borsiure—Natroniauge Puffer 0,1 alles gebunden 
7 200 wie 6 0,2 - 
S | 400 wie 6 0,4 = 











NB. Bei den Versuchen 7 und 8 wurden 0,12 bzw. 0,24 mg NH,-N ver- 
wandt. Weitere Versuche mit diesem Puffer hatten die gleichen Ergebnisse. 


Ks zeigt sich also, daB bei Anwendung desselben eine vollige 
Entfernung des Ammoniaks aus der Lisung moglich ist. Dieser 
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Puffer wird folgendermaBen hergestellt: Man lost 25 g reinste 
Borsdure in 220 cem 1/n-Natronlauge unter Erwiérmen auf und 
benutzt die nach Erkalten von den Krystallen abgegossene 
Mutterlauge. 

In weiteren Versuchen wurde Blut aus Leberdurchstrémungs- 
versuchen mit Glykokoll verwandt, dessen Destillat in beschriebener 
Weise behandelt wurde. Sowohl hier als auch in allen spiteren 
Versuchen war die Nesslersche Reaktion in der Lésung nach 
der Quecksilberoxydeinwirkung absolut negativ. Es galt nun, das 
Verhalten des Methylamins bei dieser Methode festzustellen. Da 
das uns zur Verfiigung stehende Priparat mit Nessler einen 
deutlichen braunen Niederschlag gab, so wurde es in obiger Weise 
mit Quecksilberoxyd geschittelt, bis ein rein gelber Niederschlag 
auftrat; diese Reaktion weist bis zu 0,15 mg Methylamin in 1 cem 
nach, ist also lingst nicht so empfindlich wie der Ammoniak- 
nachweis. Dieses Salz wurde dann durch Destillation und Um- 
krystallisierung aus Alkohol gereinigt und dann Adsorptions- 
versuche mit Quecksilberoxyd angestellt, wobei die verwandten 
Mengen des Oxyds, die Alkalisierung und die wbrigen Bedingungen 
den oben beim Ammoniak genannten entsprach. Die Lésung 
wurde nach dem Schiitteln mittels des Muikro-Bangverfahrens 
destilliert und in n/200-Salzsiure aufgefangen, sodann jodometrisch 
bestimmt. 


Tabelle 2. 


Verhalten von Methylamin gegen gelbes Quecksilberoxyd. 





; Vanenanee aoee> Nach Schiitteln mit HgO Verlust 
7" apron in Lésung geblieben [~.. 7. 
in mg nies in mg in °/, 
l 0,039 0,034 0,005 13 
2 0,063 0,059 0,004 6,3 
3 0,026 0,022 0,004 15 
4 0,021 0,019 0,002 | 9,5 
5 0,015 0,0056 0,0094 | 63 











Eis zeigt sich also bei 1—4, daB die Verluste zwischen etwa 
6 und 15°/, schwanken, bei 5, wo die absolute Menge sehr klein 
ist, aber auf 68°/, ansteigt, was fiir die weiteren Arbeiten von 
Wichtigkeit ist. Die niaichste Tabelle zeigt Versuche der Methyl- 
aminmikrobestimmung bei gleichzeitiger Anwesenheit von 


Ammoniak. 
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Tabelle 3. 


Trennung des Methylamins von Ammoniak. 











Verwandte Menge in mg Methylamin nach — Verlust 
Nr. a _—_| Schiitteln mit HgO in |- 
Ammoniak Amin Lésung wieder gefunden} in mg in °/, 
1,68 0,03 0,024 0,006 | 20 
2 1,68 0,03 0,026 0,004 | 13 
3 1,20 0,0896 0,0806 0,009 10 
4 1,20 0,033 0,030 0,003 10 
5 1,20 0,015 0,0075 0,0075 50 
6 1,20 0,015 0,0056 0,0094 62 











Vor der Destillation der Lésung wurde natiirlich jedesmal 
mittels der Nesslerschen Reaktion auf Ammoniak geprift, doch 
fiel die Probe stets negativ aus. Der Vergleich mit der Tab. 2 
Jlehrt, daB die Anwesenheit von Ammoniak die Ergebnisse nicht 
wesentlich verindert. Die Versuche 5 und 6 zeigen wie oben 
einen groBen Verlust bei sehr kleinen Aminkonzentrationen. 
Doch war als wesentlich erreicht worden, daB mittels dieser 
Methode kein Ammoniak einen Methylamingehalt vortiéiuschen 
konnte. 

Bei den folgenden Leberdurchstr6émungsversuchen wurde 
zunachst vor Zusatz von Glykokoll das Blutammoniak bestimmt. 
Dann entnahmen wir in regelmaBigen Abstaénden nach dem 
Zusatz Blut, ein Teil davon diente wieder der Ammoniak- 
bestimmung, der andere wurde in der oben beschriebenen Appa- 
ratur in etwas vorgelegte n/10-Salzsiure destilliert. Das Destillat 
kam mit etwa 300—400 mg Quecksilberoxyd in ein 25-cem-Ko6lb- 
chen, dann wurden etwa 0,3—0,8 cem (je nach der schatzungs- 
weise noch ungebundenen Salzsiiuremenge) des Borsiiurenatron- 
laugepuffers hinzugefiigt ; die Wasserstoffionenkonzentration betrug 
so ungefaéhr 8,0—8,5 pu. Gleichzeitig wurden 2 Koélbchen mit 
Wasser und mehrmals auch mit Ammonsulfat in gleicher Weise 
als Blindwerte angesetzt. Nach 2stiindigem Schitteln im Dunkeln 
fullten wir die K6élbchen bis zur Marke auf, lieBen 24 Stunden 
stehen, zentrifugierten dann und destillierten 20 cem der klaren 
Losung nach Bang, wobei die Werte des Wasserkélbchens bzw. 
des mit Ammonsulfat angesetzten als Blindwerte genommen 
wurden. Mengen, die innerhalb der Fehlergrenze der Methode 
liegen, sind in den folgenden Angaben nicht beriicksichtigt, d. h. 
als Spuren oder als nicht vorhanden angegeben. 
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Versuch 1. 
Hund 4,2 kg, Leber vor dem Versuch 140 g, nachher 158 g, Blut 1,54 Liter, 
gemischt (d.h. alt und frisch), Zusatz 5g Glykokoll, zur Destillation ver. 
wandt je 4ccm Blut. 





Zeit NH,-N mg-°/5 Methylamin mg-°®/, 
Vor Zusatz Spuren — 
40 Minuten nach Zusatz 1,92 — 
70 °% i 9 4,96 — 
100 _ ” % 4,96 0,195 
130 - ‘s - 4,32 — 
160 - % % 3,60 sees 








Versuch 2. 
Hund 7,5 kg, Leber vor dem Versuch 205 g, nachher 260 g, Blut 1,48 Liter, 
gemischt, Zusatz 5 g Glykokoll, verwandt je 4 ccm Blut. 





Zeit NH,-N mg-°/, Methylamin mg-°/, 
40 Minuten nach Zusatz 1,48 ~— 
70 - » ” 1,88 ones 
100 ” - » 2,48 0,595 
130 - m » 2,64 Keine Bestimmung 








Versuch 3. 
Hund 9,4 kg, Leber vor dem Versuch 297 g, nachher 376 g. Blut 1,2 Liter 
frisch. Zusatz 5g Glykokoll, zur Destillation verwandt je 20 ccm. 





Zeit NH,-N mg-°/, Methylamin mg-°/, 
Vor Zusatz 0,248 — 
40 Minuten nach Zusatz 2,39 -— 
70 ‘ ” im 3,81 0,095 
100 ‘ % - 4,61 —- 
130 - - - 3,07 Spuren 
160 i> " 1,29 Spuren 








Versuch 4. 
Hund 15,2kg, Leber vor dem Versuch 450g, nachher 930g. Blut 
1,42 Liter frisch, verwandt je 20ccm Blut, Zusatz 7,5 g Glykokoll. 








Zeit NH,-N mg-°/o Methylamin mg-°/, 
Vor Zusatz 0,069 — 
50 Minuten nach Zusatz 2,394 — 
70 re — ‘ 2,570 — 
90 - - ies 3,154 0,485 
110 Re - m 3,738 0,070 
130 % ” - 4,088 Spuren 
150 - * ‘- 5,139 - 
170 = . om 4,205 - 
190 o ve " 4,205 a= 
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Versuch 5. 














ee Hund 4,5 kg, Leber vor dem Versuch 170 g, nachher 245 g. Blut 1,6 Liter, 
ai frisch, Zusatz 5,5 g Glykokoll, verwandt je 20 ccm. 
Zeit NH,-N mg-°/, Methylamin mg-°/, 
Vor Zusatz 0,160 
50 Minuten nach Zusatz 3,520 
70 9 9 - 4,00 0,150 
AW) - - ‘s 3,02 0,065 
110 - om “ 3,52 0,038 
130 ie i 2 3,92 0,188 
150 ‘i i i 3,04 0.075 
T, 170 % on - 2,96 
( Versuch 6. 


Hund 5,35 kg, Leber vor dem Versuch 230 g, nachher 285 g, Blut 1,44 Liter 
alt. Zusatz 5g Glykokoll, verwandt je 20 ccm. 


























: 
| Zeit NH,-N mg-°/, Methylamin mg-°/, 
} 
or Vor Zusatz 0,153 _ 
50 Minuten nach Zusatz 1,326 0,237 
| 70 m is vis 1,224 0,255 
90 es ** s° 0,646 0,284 
110 99 ” - 0,247 0,123 
130 - as - 0,225 - 
Versuch 7. 
Hund 6,25 kg, Leber vor dem Versuch 235 ¢, nachher 250¢. Blut 
t 1,52 Liter frisch, Zusatz 5 g Glykokoll, verwandt je 20 cem. 
~ Zeit NH,-N mg-°/, Methylamin mg-°/, 
Vor Zusatz 0,154 
50 Minuten nach Zusatz 2,944 
70 ¥ o m 4,096 
90) ae ia - 3,968 
110 5 vs - 4,160 0,320 
130 i is ‘ 4,736 0,208 
150 2s sa) ~ 4,608 
170 m ie em 3,968 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC. 14 
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Versuch 8. 


Hund 7,9 kg, Leber vor dem Versuch 200 g, nachher 400 g. Blut 1,5 Liter 
alt, Zusatz 5,5 g Glykokoll, verwandt je 20 ccm Blut. 





Zeit NH,-N mg-°/, Methylamin mg-°/, 
Vor Zusatz 0,17 — 
50 Minuten nach Zusatz 2,00 Spuren 
70 % . ” 3,60 9 
90 - rm ” 4,00 0,073 
110 - ™ - 4,16 0,525 
130 - " - 4,00 - 
150 - - :9 3,20 — 








Die Ergebnisse dieser Versuche miissen unter Beriicksichtiguny 
der eingangs geschilderten Untersuchungen uber Nachweis und 
Bestimmung des Methylamins gewertet werden. MHiernach er- 
héhen sich demgemaB die fiir das Amin gefundenen Zahlen um 
durchsehnittlich etwa 10°/,. Ferner wird so das scheinbar ziemlich: 
plétzliche Auftreten und Verschwinden des Methylamins erklart. 


besonders schroff erscheint dies bei den ersten Versuchen, wo fiir 


jede Bestimmung nur 4 cem Blut zur Verwendung kam. Aus den 


Vorversuchen geht hervor, dai besonders sehr kleine Mengen, div 


eventuell dureh die Isonitrilreaktion noch nachweisbar sind, bei 
dem Behandeln mit Quecksilberoxyd einen relativ sehr hohen 
Prozentsatz an dieses abgeben und daher der quantitativen Itr- 


fassung entgehen. Die héchsten Werte des Amins betragen einige 
CD rn oD rs 


Zehntel Milligrammprozent, eine deutliche direkte DBeziehuny 
zwischen Ammoniak und Methylamin abt sich nicht erkennen. 
Der héchste Amingehalt kann bis zu 20°/, des gré6Bten Ammoniak- 
wertes eines Versuches betragen, in der Mehrzahl der Versuclic 
liegt er zwischen 5 und 10°/). Dagegen ist der Verlauf des An- 
stieges und des Abfalles beider Stoffe ahnlich. Ihre Maxime 
liegen meist im Verlauf der 2. Stunde nach Zusatz des Glykokolls. 
besonders deutlich wird der Zusammenhang im Versuch 5, wo 
sowohl Ammoniak als auch Methylamin 2mal ein zu gleicher Zei' 
liegendes Maximum haben. 

iis soll nun weiter tiber Versuche berichtet werden, die da; 
Sehicksal kiinstlich der durchstrémten Leber zugesetzten Methy!- 
wins kliren sollten. In friiherer Zeit sind bereits in dieser Hin- 
sicht einige Arbeiten geliefert worden. Nach einer alten Angabe 


YS aarraea pL, 
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von Salkowski’®) aus dem Jahre 1877 sollen aliphatische Mono- 
amine im Gesamtorganismus schwer zersetzt und zum gréBeren 
Teil unverandert ausgeschieden werden, zum kleineren in die ent- 
sprechenden Alkylharnstoffe itbergehen. Nach Pohl!) wird die 
Methylgruppe des Methylamins weiterhin zu Ameisensiiure oxy- 
diert. Leberdurchstr6mungsversuche sind in neuerer Zeit von 
L.offler!*) mit verschiedenen Aminen ausgefithrt worden. Dabei 
stellte er fest, daB von 1590 mg zugefiihrten Methylamins nach 
3stindigem Kreislauf durch die isolierte Leber 463 mg ver- 
<chwunden waren. Eine gleichzeitige Neubildung von Harnstoff 
fiihrte er deshalb auf das Amin zuriick. 

Da es unsere Absicht war, dariiber einen Anhalt zu gewinnen, 
cin wie groBer Teil des Glykokolls iiber Methylamin abgebaut 
wird, begannen wir mit Versuchen, indem wir der Leber so groBe 
Mengen Methylamin in Form des Hydrochlorids zufiihrten, wie 
optimal theoretisch aus etwa 8—5 g Glykokoll entstehen kénne. 
Die Zugabe des in Ringer gelésten Salzes erfolgte in Portionen 
von 5—6 cem alle 10 Minuten. In Abstiinden von je 20 Minuten 





wurde Blut zur Untersuchung entnommen, auch die iibrigen 


bedingungen entsprachen jenen bei den Glykokollversuchen. 
Das verwandte Methylaminhydrochlorid enthielt noch  etwa 
10°, Ammoniak. Die angegebenen Zahlen beziehen sich auf 
reines Salz. Der Harnstoff wurde nach der Ureasemethode 
bestimmt. 


Versuch 9. 


Hund 5,2 kg, Leber 252 g vor dem Versuch, nachher 420 g. Blut 1,4 Liter 
cemischt, Zusatz 5,6 g Methylamin-Hydrochlorid = 2,58 g 
sprechend 6,2 g Glykokoll), gelést in 50 ccm Ringer, alle 


Methylamin (ent- 
10 Minuten etwa 


4.5 ce¢em., 


Entnahme alle 20 Minuten nach Zusatz 20 cem 


Blut. 





Ze} NH,-N_ | Methylamin test-N Hamo- 
eit ; 

mg-°/, mg-°/, mg-9/, globin 

Vor Zusatz 0,110 — 13,6 44,8 

20 Minuten nach Zusatz 0,320 0,412 ~ 

(), i 0,320 2.272 

ow ‘3 0,310 5,064 — 

SO, ‘ “i 0,290 7,936 letzt. Zus. nach 80 Min. 
WO, ” 0,365 11,016 17,6 39,2 
}20 is 0,250 keine Best. —_ — 
140, ; ” 0,233 5,393 26,4 37,8 

















i4* 
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Versuce 


h 10. 


Hund 2,0 kg, Leber vor dem Versuch 100g. Blut 1,2 Liter alt, Zusatz 


3,15 ¢ Methylaminohydrochlorid - 


Glykokoll), gelést in 50 ccm Ringer, weiter wie Versuch 9. 


145g Methylamin (entsprechend 3,5. 





Zeit 


Vor Zusatz 
20) Minuten nach Zusatz 
40) 
60 
sO 
100 
120 
140 


Hund 4,8 kg, Leber 
aminhydrochlorid = 0,41 
gel6st in 66 ccm Ringer, 





NH,-N 
mg-°/9 


O,105 
0,625 
0,430 
0,350 
0,360 
O,175 
0,202 
0,145 


Versuce 
220g. Blut 1,6 Liter gemischt, Zusatz 0,9 g Methy!.- 
g Methylamin (entsprechend etwa 0,99 g Glykokoll), 
alle 10 Minuten etwa 5,5 cem, sonst wie Versuch 9. 








h 11. 


Methylamin Harnstoff 

mg-°/, mg-°/, 

~- 7.99 
O.886 
3.001 — 
3,030 14,70 
6,543 letzt. Zus. nach 80 Min. 
8,175 — 
8,100 13.80 
4,287 














nachher 320 g. Blut 1,4 Lite 


Zeit NH,-N_ | Methylamin Harnstoff 
mg-°/, mg-°/) mg-°/, 
Vor Zusatz 0,195 97,05 

20 Minuten nach Zusatz 0,205 — 

40) 0,210 0,204 . 

60 0,490 0,568 - 

SO) 0,440 2,450 159,45 

100 0,265 2,933 — 

120 a 0,260 3,005 Jetzt. Zus. nach 

140 0,210 ? 044 — 

160 0,225 2? OO 187,95 
Versuch 12. 

Hund 6,4 kg, Leber vor dem Versuch 235 g, 
alt, Zusatz 0,045 g¢ Methylaminhydrochlorid = 0,021 ¢ 


sprechend 0,050 g Glykokoll), gelést in 50 cem 


Methylamin 


Hamo- 
globin 


83,6 


71,0 


120 Min. 





66,5 


(ent- 


Ringer, sonst wie Versuch 9. 





Zeit 


Vor Zusatz 
20 Minuten nach Zusatz 
40) 
60 
SO 
100 
120 
140 
160 








NH,-N 


0 
mg-°/5 


0,125 
0,140 
0,130 
0,150 
0,145 
0,150 





Methyla 


mg-® 


0,060 
0,189 
0,198 
0,198 
0,244 
0,219 


Harnstoff 
mg-°/, 


min 


0 





31,80 


letzt. Zus. nac 
38,70 


fehlt 





Hamo- 
globin 


55.0 


1 8O Min. 
60.0 


58,0) 
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Versuch 13. 
“~~ Hund 3,2 kg, Leber 125g. Blut 1,3 Liter gemischt, Zusatz 0,0315 ¢ Me- 
7 thylaminhydrochlorid = 0,0145 g Methylamin (entsprechend 0,035 g Glyko- 
_ koll), gelést in 40 ccm Ringer, 8 Portionen zu 5 ccm, sonst wie Versuch 9. 
“mem — 
. | Zeit NH,-N | Methylamin| Harnstoff | Hamo- 
: mg-°/, mg-9/, mg-°/, globin 
Vor Zusatz 0,110 - 32,85 69,6 
20 Minuten nach Zusatz 0,097 
40 oe em sis 0,095 0,075 
vF 60 - om 0,120 0,094 
a” sO, i i 0,146 0,133 16,96 75,2 
letzter Zusatz nach 80 Min. 
100 ‘6 i i 0,137 0,224 25,95 68,2 
120 - ‘3 i 0,160 0,192 
140 - - ‘ 0,215 0,139 — 

hy!- _— , : — ; 

oll) Auch bei diesen Versuchen sind natitrlich wie bei den vor- 

6 hergehenden die Aminwerte mit Ricksicht auf die Absorption 

— desselben entsprechend zu erhdhen. Dies zeigt sich deutlich bei 

- den Versuchen 11, 12 und 13, wo bei den ersten Proben nach 

Zusatz des Methylamins dasselbe quantitativ im Blut nicht mehr 
wiedergefunden werden konnte, obwohl es héchstwahrscheimlich 
in sehr kleinen Mengen schon im strOmenden Blute vorhanden ist. 

Besprechung der Ergebnisse. 

: Als wichtigstes Ergebnis ist der Nachweis des Methylamins 
als intermediires Stoffwechselprodukt des Glykokolls in der Leber 
anzusehen, es liegt nahe, das entsprechende Amin auch fiir den 
Alaninabbau anzunehmen; ob das tatsachlich der Fall ist, bzw. 

ter | Wieweit sich ahnliche Produkte beim anderen anderer Amino- 

nt- siiuren bilden, bedarf noch der experimentellen Priifung. Doch 

0, 


lassen die bisherigen Resultate mit grober Wahrscheinlichkeit 
den SchluB zu, daB es sich hier nur um einen Nebenweg handelt. 
Nimmt man auch fiir das Glykokoll als Hauptweg die oxydative 
Desaminierung an, wie sie eingangs besprochen wurde, so wirde 
sie sich formelmabig folgendermafen darstellen: 

H,C(NH,)COOH + 0 = HCOCOOH + NH,, 


(dl. h. es wiirde Glyoxylsiure auftreten, was noch der experimen- 
tellen Bestatigung bedarf, die sicherlich infolge der raschen Ver- 
brennbarkeit des Stoffes schwierig sein dirfte. Aus. gleichem 
Grunde kénnen die geringen Mengen des beim Glykokollabbau ge- 
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fundenen Methylamins beziiglich des tatsiachlich gebildeten Teiles 
nur mit Vorsicht gewertet werden, zweifellos wird es auBerordent- 
lich rasch weiter abgebaut oder umgesetzt, vielleicht auch in der 
Leber zuriickgehalten, denn unsere DurchstrOmungsversuche mit 
Methvlamin zeigen, daB auch erhebliche Mengen in kurzer Zeit zum 
allergrOBten Teil aus dem Sreislauf verschwinden. Diese Ver- 
suche geben auBerdem einen gewissen Anhaltspunkt fiir die Grobe 
des Glykokollanteiles, das semen Weg tiber Methylamin nimmt. Dic 
langsame Zufuhr soll die allmihliche Entstehung des Amuins in 
der Leber nachahmen. Wir gingen nun mit der zugefithrten 
Methylaminmenge so lange zuriick, bis wir im strOémenden Blu 
Aminwerte fanden, die hinsichtlich Verlauf und GréBe den be: 
den Glykokollversuchen gefundenen méghechst aéhnhlch waren. 
Dies ist ber den Versuchen 13 und 14 der Fall, d. h. bei Zusatz 
von Methylaminmengen, wie sie maximal aus 0,055 baw. aus 
0.035 ¢ Glykokoll entstehen kénnten. Beriicksichtigt man di: 
GroBen der Lebern und die je nachdem verwandte Aminosiiure- 
mengen von etwa 5 bzw. 3 ¢, so kann gefolgert werden, daB etwa 
1°), davon den Wee uber Methylamin nimmt: mit Riicksicht aut 
die vorher gemachten Uberlegungen kann dies aber nur als Minima!- 
wert angesehen werden, denn er zeigt den gerade frei im Blute 
kreisenden Teil an, waihrend ja groBe Mengen, wie oben gesagt, 
sehr rasch in der Leber zuriickgehalten werden, was bel autogen 
in der Leber entstandenem Amin wohl noch sehneller und voll- 
stindiger geschehen dirfte, als bei kiinstlich zugefihrtem. 

Unsere Versuche bestatigen iibrigens die Ergebnisse Léfflers 
insofern, als auch wir keine Steigerung des Blutammoniakspiege!s 
durch die Aminzufuhr beobachteten, die geringen Erhéhungen wher 
den Anfangswert sind auf die geringen Ammoniakbeimengungen 
des verwandten Methylaminhydrochlorids zurickzufithren.  Da- 
gegen konnten wir im Gegensatz zu dem eben genannten Autor 
keine dem Verschwinden des Methylamins proportionale Steigerung 
des Harnstoffspiegels feststellen, diese ist zwar deutlich, aber 
geringer, als man erwarten sollte. Der sicher zu einem ‘Teil ent- 
standene Methylharnstoff wird allerdings durch die von uns 
benutzte Ureasemethode nicht erfa8t. Jedoch wurde am Schlub 
der Versuche im Gegensatz zu Loéffler die Leber nicht durch- 
spilt, wo ja noch sowohl Amin, als auch Harnstoff zuriickgehalte 
sein kann. 

Es seien auch an dieser Stelle die Befunde von KE. $. Lon- 
don!3) und seinen Mitarbeitern erwihnt: diese fanden namlich 








Es 
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bei Untersuchungen an angiostomierten Hunden, da’ nach 
Aminosadurezufuhr in den meisten Fiillen die durch die Lebervene 
das Organ verlassende Harnstoffmenge gréBer ist, als der dureh 
die Pfortader zuflieBende Stickstoff. Sie sehlieBen daraus, dab 
die Harnstoffbildung keine einfache Umsetzung, sondern eine Art 
SekretionsprozeB in der Leber ist. Wenn man diese Auffassung 
annimmt, so mu natiirlich auch zu irgendeiner Zeit das Um- 
cekehrte eintreten, d.h. die Leber mu sich auch einmal das 
Depot aus der Zufuhr einsparen, aus der sie spiiter den Harnstoff 
.sezernieren’’ kann. Die Regulation dieses Gleichgewichtes ist 
uns noch unbekannt, doch wire es méglich, daB wir bei unseren 
Methylamin-Durchstr6mungsversuchen gerade eine Phase der 
Speicherung erfaBt haben, bei der dieser Stoff in irgendeiner Form 
zuruckgehalten wird, vielleicht auch zum Teil in Polypeptide 
iibergeht. 


Zusammenfassung. 


1. Diskussion der Wege des intermediiren Abbaues des 
Glykokolls. 

2. Es wird iiber den Nachweis des Methylamins als Abbau- 
produkt des Glykokolls in der iiberlebenden Leber berichtet und 
eine Mikromethode zur Bestimmung des Amins neben Ammoniak 
im Blute angegeben, die Methylaminmengen betragen bis zu 20° 9, 
meist 5—10°/, der Blutammoniakwerte, beider Maxima  liegen 
meist zu etwa gleichen Zeiten. 





3. Durchstr6mungsversuche mit Methylamin machen es sehr 
wahrscheinlich, daB der Abbau itber Methylamin einen Nebenweg 
darstellt, als Hauptweg wird die Bildung von Glyoxylsiure als 
Zwischenprodukt durch oxydative Desaminierung erwogen. 

4. Die Versuche zeigen ferner, dai auch relativ grobe Mengen 
von Methylamin sehr rasch durch die Leber aus dem kreisenden 
Blut abgefangen werden. 

5. Fir den bei diesen Versuchen nur geringen Anstieg des 
Harnstoffs werden mit Hinblick auf Ergebnisse anderer Autoren 
einige Deutungsmoglichkeiten erwogen, wobei an eine Zuriick- 
haltung des Amins in irgendeiner Form in der Leber gedacht wird. 


Am Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
Dr. Bornstein fiir die Anregung, sowie die stete Forderung 
dieser Arbeit meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. Auch 








PUSS 
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Herrn Dr. Pantke, Chemiker am Institut, bin ich fur manchen 
guten Rat verpflichtet. 


a 
» 
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Synthese des Mesobilirubinogens und der Neobilirubinsaure, 
eines Mesobilirubins und einer Neoxanthobilirubinsaure, 
sowie von (1,8)-Dioxy-tripyrro-di-enen.') 

Von 


Hans Fischer und Erich Adler. 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Juli 1931.) 


Neoxanthobilirubinsiure der Konstitutionsformel I 














Hio——, 8, H,C,—,C,H,COOH 
I | 
HOW J CH Ja 
N NH 


gab bei der Kondensation mit Formaldehyd Mesobilirubin, und 
hiermit war die Partialsynthese dieses Reduktionsproduktes des 
silirubins durchgefiihrt.?) Gelang die Synthese der Neoxantho- 
bilirubinsiure, so war die Totalsynthese bewerkstelligt und wir 
setzten deshalb die Versuche zur Synthese der Neoxanthobilirubin- 
siiure fort. Der Weg war vorgezeichnet. An Stelle der Kryptopyrrol- 
carbonsiure, die als 2. Komponente fiir die Synthese der Xantho- 
bilirubinsiure gedient hatte, muBte Opsopyrrolcarbonsiure Ver- 
wendung finden, wobei jedoch doppelseitige Kondensation zu 
Tripyrranen eingetreten war.’) 

Aus Tripyrranen sollte angesichts der Bestindigkeit der Xanthobili- 
rubinsiiure durch sauren oder alkalischen Abbau die Neoxanthobilirubinsiiure 
oder Bilirubinsiiure selbst erhialtlich sein, ebenso durch Anwendung ent- 
sprechend milderer Bedingungen die einseitige Kuppelung der Opsopyrrol- 
carbonsiure insbesondere durch Verwendung von in Nachbarstellung zum 
Propionsidurerest carbithoxylierter Opsopyrrolcarbonsiiure. Mit diesen Ver- 
suchen sind wir beschiiftigt. 

1) VI. Mittlg. itiber synthetische Versuche iiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffs. V. Mittlg. vgl. H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 19%, 
237 (1931). 

*) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 203 (1931). 
’) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 243 (1931). 
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Kine weitere Méglichkeit war der Abbau der a-standigen 
Methylgruppe der Xanthobilirubinsiiure 


H,C;—,C,H, H,C CH,-CH,-COOH 


L | | 
1 Hol Pivot . CH,* 


NH N 
d. h. Ersatz der mit einem Stern bezeichneten Methylgruppe durch 
Wasserstoff. Fiir Pyrrole haben wir verschiedene Methoden, um 
« stindige Methylgruppen zu eliminieren, ausgearbeitet und diese 
Methoden iibertrugen wir auf die Xanthobilirubinsiure. Die dlteste 
besteht in der Kinwirkung von Phthalsiiureanhydrid?), wobei beim 
T'etramethylpyrrol und anderen methylierten Pyrrolen die Ab- 
spaltung einer qa-stiindigen Methylgruppe erzielt wurde. Diese 
Methode verlangt gréBere Mengen von Ausgangsmaterialien, um 
die Reaktionsprodukte isolieren zu kiénnen; wir konnten diese 
Versuche nur in kleinem MaBstabe durchfiihren, wobei ein ent- 
scheidendes Resultat nicht erhalten wurde (vgl. die Ausfiithrungen 
auf S. 219). Eine zweite Méglichkeit besteht in der EKinwirkung 
von Sulfurylchlorid.*) Hierbei werden die Wasserstoffatome «- 
stiindiger Methylgruppen der Reihe nach durch Chlor ersetzt. 
Die Hydrolyse der Trichlorderivate bewirkt Umwandlung der 
Gruppe CCl, in COOH; die Carboxylgruppe l4Bt sich dann in 
bekannter Weise abspalten. Xanthobilirubinsiure reagiert in der 
Tat mit Sulfurylchlorid, die Reaktion fiihrte jedoch bis jetzt zu 
keinem krystallisierten Produkt. Dagegen gab Xanthobilirubin- 
siiureester einen sehr schén krystallisierten farblosen Hexachlor- 
kérper, dem vermutlich folgende Konstitutionsformel zuzuerteilen ist, 


H,C, C,H, Cl,C, ——-CH,-CH,-COOCH, 
HI | 3 | b 
nol it, _—_—|__ Joo, 
NH NH 


wobei die Stellung der f-stindigen Chloratome natiirlich ebensogut 
in Pyrrolkern a angenommen werden kann. Auffallend ist die 
Farblosigkeit von III, offenbar bedingt durch die eingetretenen 
Chloratome, die auf das Gesamtsystem den gleichen EinfluB haben 
wie zwei Carbithoxygruppen (vgl. hierzu die Ausfiihrungen aut 
S. 217). Die nihere Untersuchung des interessanten Hexachlor- 
kérpers haben wir vorlaiufig zuriickgestellt, weil die Bromierungs- 


') H. Fischer u. Krollpfeiffer, Ber. chem. Ges. 45, 466 (1912); 
H. Fischer u, A. Hahn, Diese Z. 82, 266 (1912). 
?) H. Fischer, Sturm u. Friedrich, Liebigs Ann. 461, 244 (1928). 
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reaktion der Xanthobilirubinsiure iiberraschenderweise direkt zu 
einem Mesobilirubin fiihrte. Die Absicht war, in die Xantho- 
bilirubinsiure Brom einzufiihren und iiber den Bromkérper dann 
den Abbau der Methylgruppe zu vollziehen, ein Verfahren, das 
beim Abbau der Methylgruppe in der carbithoxylierten Krypto- 
pyrrolcarbonsiure sich sehr bewihrt hat.') Bei der Kinwirkung 
von Brom trat energische Reaktion unter positiver Wirmetinung 
und Bromwasserstoffbildung ein und es entstand ein unstabiles 
Bromhydrat. Dieses gab bei der Behandlung mit Pyridin gold- 
gelbe prismatische Nadeln, die intensive Gmelinsche Reaktion 
zeigten und in allen Kigenschaften mit Mesobilirubin iibereinstimmten. 
Der Schmelzpunkt war 312°; im Mischschmelzpunkt war keine 
Depression vorhanden. Die Analyse lieferte Zahlen, die gut mit 
denen des Mesobilirubins iibereinstimmten und auf den Austritt 
eines Kohlenstoffatoms bei der Reaktion hinwiesen. Charakteristisch 
fiir Mesobilirubin ist sein gut krystallisierter Ester, der auch hier 
nach der gleichen Methode in schon krystallisiertem Zustand er- 
halten wurde. Seine Analyse stimmt sehr gut auf Mesobilirubin- 
ester, ebenso seine Eigenschaften; jedoch liegt der Schmelzpunkt 
um 26° hoher. 

Die Reduktion mit Natriumamalgam fiihrt zu einem farblosen, 
schén krystallisierten Kérper, in allen Eigenschaften identisch mit 
Mesobilirubinogen. Ehrlichsche Aldehydreaktion intensiv positiv. 
Mit alkoholischem Zinkacetat trat im Sonnenlicht intensivste 
Urobilinreaktion ein mit dem charakteristischen Absorptionsspek- 
trum. In konzentrierter Lésung wurden auber dem schon oft 
beobachteten Streifen bei 493 mu nach langerem Stehen noch 
zwei Streifen bei 628 und 577 festgestellt, in beiden Priiparaten 
gleichmiBig. Die Analyse bestitigte wieder die Formel mit 
33 C-Atomen. 

Wahrend Mesobilirubin wegen seiner Schwerléslichkeit fiir 
die Molekulargewichtsbestimmung nicht geeignet ist, l1aBt sich diese 
bei Mesobilirubinogen gut durchfihren; der neu gewonnene Koérper 
ergab Werte, die mit dem Vorliegen von vier Pyrrolkernen gut 
iibereinstimmten. Die krystallographische Bestimmung durch Herrn 
Professor Steinmetz, dem wir fiir seine Bemiihungen wiederum 
zu groBem Dank verpflichtet sind, ergab gleichfalls Identitit. 

Bei der Synthese aus der Xanthobilirubinsiiure wird also 
ein Kohlenstoffatom abgespalten und ist diese Reaktion offen- 





1) H. Fischer u. Lamatsch, Liebigs Ann. 462, 241 (1928). 
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sichtlich in Analogie zu setzen mit der Synthese der zweifach 
carbiithoxylierten Methane aus methylbromierten Pyrrolen. So 
reagiert z. B. das 2-Brommethyl-4-methyl-3-ithyl-5-carbithoxy- 
pyrrol, allerdings erst beim Verkochen mit Wasser oder Methyl- 
alkohol, unter Verlust eines Kohlenstoffatoms in noch nicht auf- 
geklirter Reaktion zu folgendem Methan:!) 


fit, —e: aa, H,C,,-—CH, 


} | | 
~*H,C,OOC OH,Br ” HC,00C 2 — CA, — CO0C,H, 
NH NH NH 
IV V 





Eine iihnliche Reaktion muB auch hier stattfinden. Brom- 
methyl oder Formaldehyd nachzuweisen gelang bis jetzt nicht, 
allerdings verbietet auch das kostbare Ausgangsmaterial Ansatz 
in gréBerem MaBstab.?) Zwischenprodukte durch Bromierung bei 
niederer T’emperatur zu fassen, ist bisher nicht gelungen; auch 
bei minus 20° tritt Mesobilirubinbildung ein, lediglich die Aus- 
beute geht herunter. Mit der weiteren Aufklirung des Reaktions- 
mechanismus sind wir beschiftigt. 

Nach der Synthese aus Xanthobilirubinsiure kénnte man 
versucht sein, fiir Mesobilirubin und damit auch fiir das Bilirubin 
eine Athylenbindung an Stelle der Methanbriicke anzunehmen. 
Dann hiitte Bilirubin die gleiche Anzahl von Kohlenstoffatomen 
wie Hiimin. Die Analysenresultate des Bilirubins und seiner 
Derivate sind jedoch nicht mit dieser Theorie in Einklang zu 
bringen und wir haben nochmals analytisches und synthetisches 
Mesobilirubin vergleichend durch Herrn Dr. Unterzaucher im 
selben Verbrennungsrohr hintereinander verbrennen lassen; es 
haben sich hierbei die gleichen Werte ergeben, die innerhalb der 
Fehlergrenzen mit 33 C-Atomen iibereinstimmen. Zur weiteren 
Sicherheit haben wir das auf diesem Wege synthetisierte Meso- 
bilirubin der Jodwasserstoffreduktion unterworfen, wobei die 
gleichen Spaltprodukte resultierten wir beim ,,analytischen“ Meso- 
bilirubin. Neobilirubinsiiure und Bilirubinsiiure wurden beide in 
krystallisiertem Zustand isoliert. Hiernach halten wir eine 
Athylenbriicke im Bilirubin fiir definitiv widerlegt, denn fiir das 
Vorhandensein einer homologen Bilirubinsiure (mit Athy] statt 
Methyl) wurden keinerlei Anhaltspunkte gewonnen. Die Kon- 


‘) H. Fischer u. Halbig, Liebigs Ann. 447, 123 (1926). 


*) Vel, S. 219. 
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stitution des Mesobilirubins ist daher definitiv im Sinne 
der friiher aufgestellten Forme|] 


HOOC COOH 
| | 
) _ H,C;-—_CH, CH, H,C-H,C-——CH, H,C,, CH, 
| | | || | | 
HOW VY —-CH-——— a CH,—— Nae —CH 2 OH 
N NH NI N 
VI 


bewiesen. Gleichzeitig liegt die Synthese der Neobili- 
rubinsiure vor und fiir Bilirubinsiiure eine neue, ebenso 
ist die Synthese des Mesobilirubinogens vollzogen. 

Bei der Resorcinschmelze des Mesobilirubins war die Neo- 
xanthobilirubinsiure erhalten worden, die bei 227° schmilzt.') 
Das synthetische Produkt gab beim gleichen Verfahren einen 
K6rper von der Zusammensetzung der Neoxanthobilirubinsiure, 
der aber einen um 10° héheren Schmelzpunkt besa’, niimlich 
237—239°. Der Mischschmelzpunkt mit der Neoxanthobilirubin- 
siure ergab keine Depression und die Amalgamreduktion lieferte 
Neobilirubinsiure vom Schmelzp. 180—181°, die mit der Neobili- 
rubinsiure aus analytischem Mesobilirubin bzw. aus Neoxantho- 
bilirubinsiure im Schmelzpunkt keinerlei Depression gab. Hier- 
nach legt nunmehr auch die Totalsynthese des Mesobili- 
rubins vor, weil von dort aus schon die Synthese des Mesobili- 
rubins durchgefiihrt wurde.') Der um 10° héhere Schmelzpunkt der 
Neoxanthobilirubinsiiure aus synthetischem Mesobilirubin muB 
durch Isomerie bedingt sein, etwa im Sinne folgender Formel: 


H,C ae H,C,_—,C, H, COOH 
VII } | : 
NH NH 


Die bei 237 °—239° schmelzende Neoxanthobilirubinsiure gab 
bei der Formaldehyd-Kondensation wieder das synthetische Meso- 
bilirubin, dessen Ester um 26° héher schmilzt als der des ana- 
lytischen; aus dem so erhaltenen synthetischen Mesobilirubin wurde 
durch Resorcinschmelze wiederum die urspriingliche Neoxantho- 
bilirubinsiure vom Schmelzp. 237—239° erzeugt. Daraus geht 
mit groBer Wahrscheinlichkeit hervor, daB in diesem synthetischen 
Mesohilirubin sowie in der daraus gewonnenen synthetischen Neo- 





1) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 195 (1931). 
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xanthobilirubinsiure geringfiigige Jonstitutionsunterschiede der 
gleichen Art gegeniiber den entsprechenden analytischen Kérpern 
vorliegen. Der Konstitutionsunterschied kann, wie schon erwihnt, 
(vgl. Formel VII) nur durch die Lage der Doppelbindungen bedingt 
sein; damit stimmt auch iiberein, dab bei der Reduktion der Farb- 
stoffe zu den Leukoverbindungen die feinen Unterschiede zwischen 
synthetischen und analytischen Produkten vollkommen verschwin- 
den: Mesobilirubinogen und Neobilirubinsiiure aus synthetischem 
Mesobilirubin, beaw. synthetischer Neoxanthobilirubinsiure, sind 
mit den entsprechenden K6rpern aus den analytischen Farbstoffen 
restlos identisch. Zweifellos wird eine restlose Aufklarung durch 
Arbeiten in gréBerem MaBstab méglich sein; wir hoffen, diese 
Untersuchung bald vollziehen zu kénnen (vgl. S. 219). Im iibrigen 
wurden auch bereits friiher’) bei der analytischen Xanthobilirubin- 
siiure ebenfalls zwei Isomere beobachtet, die im Schmelzpunkt 
um 11° differierten, bei der Reduktion aber die gleiche Bilirubin- 
siure vom Schmelzp. 187° ergaben. 

Beim synthetischen Mesobilirubin scheinen noch weitere Iso- 
mere miglich zu sein, offenbar bedingt durch verschiedene An- 
ordnung der Doppelbindungen; denn bei der Bromierung der 
Xanthobilirubinsiure beobachteten wir in den Mutterlaugen ein 
Nebenprodukt, das bei der Analyse auf Mesobilirubin stimmende 
Zahlen, einen etwas héher schmelzenden Ester und bei der Resorcin- 
schmelze die bei 237° schmelzende Neoxanthobilirubinséure gab. 
Die Gmelinsche Reaktion war positiv, aber die fiir diese Reaktion 
charakteristische Stufenfolge Griin-Blau-Violett-Rot trat hier nicht 
ein, sondern die blaue Phase wird langsam zerstért. Auch bei 
der Amalgamreduktion ergaben sich Abweichungen, Vielleicht 
handelt es sich bei diesem Kérper auch um ein Dehydrierungs- 
produkt des Mesobilirubins, worauf insbesondere die abweichende 
Gmelin’sche Reaktion hinweist; die nihere Untersuchung soll noch 
vorgenommen werden. 

Nahe lag es, auch umgekehrt Mesobilirubin zu einem Iso- 
meren umzulagern, und da bei der Bromierungsreaktion Brom- 
wasserstoff entsteht, haben wir Mesobilirubin der Kinwirkung von 
Kisessig—Bromwasserstoff unterzogen. Bei vorsichtiger Anwendung 
dieses Reagenses treten viel violette Oxydationsprodukte auf neben 
dem rétlichbraunen Bromhydrat; aber es konnte nach zweck- 
entsprechender Behandlung lediglich unverindertes Mesobilirubin 


!) H. Fischer, Z. Biol. 65, 174 (1914). 
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wieder gewonnen werden, wie auch durch Uberfiihrung in Neo- 
xanthobilirubinsiure bewiesen wurde. 

Weiter iibertrugen wir die Bromierungsreaktion auf die iso- 
meren Xanthobilirubinsiuren, um auf diese Weise isomere Meso- 
bilirubine (mit verschiedener Anordnung der /-Substituenten) zu 
erzeugen. Beim 3,3’5’-Trimethyl-4-ithyl-4’- propionsiure-5-oxy- 
pyrromethen’), das bis jetzt allein untersucht werden konnte, ver- 
liuft die Reaktion vollkommen analog. Hier entsteht in der Tat 
ein Isomesobilirubin, das wiederum einen schén krystallisierten 
Ester gibt. Isomesobilirubin ist dem Mesobilirubin tiiuschend 
ihnlich; im Misch-Schmelzpunkt tritt keine Depression ein, was 
iibereinstimmt mit friiheren Erfahrungen in dieser Farbstoffreihe. 
Leider konnte die Untersuchung nicht weiter fortgesetzt werden 
(vgl, S. 219), und doch wire gerade eine eingehende Untersuchung 
dieser Isomesobilirubine, besonders des sich vom Blutfarbstoff in 
bezug auf die Anordnung der Seitenketten ableitenden, vom che- 
mischen wie physiologischen Standpunkt aus wichtig und interessant. 
Die GesetzmiBigkeiten der reduktiven Spaltung wiiren hier von 
groBem Interesse, in welcher Art hier das Molekil zerfallt, ob 
hier auch die Spaltung in der Mitte des Molekiils verliuft und 
ob bei energischer EKinwirkung Krypto- oder Himopyrrolcarbon- 
siure sich bildet und ob die Basenfraktion entsteht. Ebenso inter- 
essant wire das Verfolgen ihres Schicksals im Tierkérper, sowie 
das Verhalten gegen Mikro-Organismen, ob Urobilinbildung ein- 
tritt oder nicht. Manche Fragen des intermediaren Farbstoff- 
wechsels wiren so sicherlich lésbar, denn die ,,Bilirubinoide“ sind 
ja gekennzeichnet durch bestimmte Konstitutionsanordnungen, sie 
sind vergleichbar mit markierten Aminosiuren bei Stoffwechsel- 
untersuchungen, wobei jeweilig neu auftretende Farbstoffe durch 
lsolierung der betreffenden Bilirubinsiure eruiert werden kénnten. 
Auch ein etwaiger hiimopoetischer KinfluB’) der Bilirubinoide wire 
der Untersuchung wert. F. Verzar und A. Zih 7?) haben fir Bili- 
rubin, Biliverdin und Mesobilirubinogen starke himopoetische 
Wirkung festgestellt. 

Da die Synthese weiterer isomerer Mesobilirubine aus Mangel 
an Geldmitteln nicht zu Ende gefiihrt werden konnte, veréffentlichen 
wir die unvollendet gebliebenen Versuche. 


1) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 240 (1931). 
*) Biochem. Z. 205, 392 (1928). 
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2 - Formy] - 3 - propionsiaure - 4 - methyl-5-carbonsiiurepyrrol ') 
kuppelt mit fase zu einer unbestiindigen Pyrromethen- 
carbonsiure folgender Konstitution, 








H,C,——8") H,C——C,H, 
VIE yro0c — lex 
Baal . \ wus 
NH N 
HBr 


die deshalb sofort in das bromwasserstoffsaure Salz des einfach 
gebromten Methens folgender Konstitution iibergefiihrt wurde: 


sa *) H,C — C, H,. 
‘| 
IX | \ + 
Bil} -___08 CH, 
NH N 
HBr 


Durch Umsetzung mit Kaliumacetat bei 100° gelang die Uber- 
fiihrung in die isomere Xanthobilirubinsiiure folgender Formulierung, 


H,C,— 8» H,C C,H, 


a HOW CH \_ CH, 
Ni N 





womit zum erstenmal eine Xanthobilirubinsiure erhalten wurde, 
die den Propionsiiurerest in dem die Oxygruppe tragenden Pyrrol- 
kern hat. Wir zweifeln nicht, dab man durch Einwirkung von 
Brom auch hier in glatter Reaktion das entsprechende isomere 
Mesobilirubin erhalten wird. Die Kenntnis der isomeren Meso- 
bilirubine wire von groBem Interesse, denn auch beim Bilirubin 
besteht wohl sicher die Méglichkeit des Auftretens isomerer Korper. 
Ihr Auffinden in der Natur wiire auBerordentlich erleichtert nach 
Kenntnis der reinen auf synthetischem Wege erzeugten Farbstoffe. 
Leider fehlen uns zur Zeit die Mittel, die Untersuchung fort- 
zufiihren. 

Wir haben deshalb zunichst das Studium der Tripyrrane 
weiterverfolgt und das 2-Chlormethyl-3-carbithoxy-4-methyl- 
5-oxypyrrol*) folgender Konstitution 


H,C,—,CO, C,H, 


XI | 
HOW Siva Cl 


') H. Fischer u. Andersag, Liebigs Ann. 458, 139 (1927). 
?) S = CH,CH,COOH. 
5 Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 246 (1981). 
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mit Opsopyrrol zu einem schon krystallisierten violetten Farbstoff 
mit prachtvoll griinem Oberfliichenglanz kondensiert. Dem Korper 
kommt folgende Konstitutionsformel zu, 


H,C COOC,H, i002, H,C,0OC CH, 
HOW 1 CH ee CH 2 0H 
N NH N 
XII 


wobei natiirlich wiederum durch Verschiebung der Doppelbindungen 
Isomere moglich sind.?) 

Wihrend also Kérper IV bzw. seine Athoxyverbindung mit 
Opsopyrrol zum Tripyrran, der Leukoverbindung, kondensiert’), 
tritt hier Farbstoffbildung unter Entstehen von Methingruppen 
ein. Durch die Carbithoxyreste in «-Stellung wird die Methan- 
struktur stabilisiert, denn auch Korper V z.B. ist sehr stabil und 
ist bis jetzt noch nicht in das Methen iibergefiihrt. Durch die 
Oxygruppen erfahrt das Tripyrransystem eine auBerordentliche 
Labilisierung und es tritt hier spontan die Dehydrierung zum Methen 
ein, eine Erfahrung, die durchaus in Ubereinstimmung mit dem 
Verhalten der bimolekularen Pyrromethane und tetramolekularen 
Pyrrolfarbstoffe mit Oxygruppen steht. Bilirubinsiure ist un- 
bestandig, die Xanthobilirubinsiure ist das stabilere System; 
ebenso ist Mesobilirubinogen viel unbestindiger als Mesobilirubin. 
Die Gmelinsche Reaktion ist vollkommen negativ, wieder ein 
Hinweis darauf, daB fiir das Zustandekommen dieser Reaktion vier 
Pyrrolkerne notwendig sind. Dagegen ist die Urobilinprobe stark 
positiv. Mit Zinkacetat in Ammoniak tritt intensive Fluoreszenz 
auf und ein dem Urobilin ahnlicher spektroskopischer Befund. 
Bemerkenswerterweise ist im neutralen Medium die Probe negativ 
und dieses Verhalten erinnert wiederum an die _,,natiirliche“ 
Urobilinreaktion, bei der ja auch im ammoniakalischen Medium 
die Fluoreszenzerscheinung stirker hervortritt. Koérper XI lieB 
sich auch mit Opsopyrrolcarbonsiure in analoger Weise zum 
Tripyrren folgender Konstitution 





') Zur Nomenklatur: Bei den Tripyrrenen erweist es sich als not- 
wendig, die Lage der Doppelbindungen anzugeben. DemgemiB vervoll- 
stiindigen wir die [Diese Z. 197, 244 (1931)] gegebene Nomenklatur durch weitere 
Numerierung der a-stiindigen Kohlenstoffatome von rechts nach links mit 
%—14 (oben in Formel XII eingesetzt). Kérper XII ist demgemiB ein 
Tripyrro-9,18-dien. Fiir die vierkernigen Tetrapyrrene ergibt sich das 
analoge Verfahren (vgl. S. 218). 

*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z, 197, 244 (1931). 
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H,C--~COOC,H, HC" mane | —CH, 
| 
1 ! ’ . 
HOW LV cH—_——| J CBee, gill 
N NH N 
XIII 


* § = CH,CH,COOH. 


kondensieren, das in braunvioletten Nadeln krystallisiert und in 
seinen Kigenschaften durchaus analog dem vorher beschriebenen 
Koérper ist. Lemberg’) hat nach einer soeben erschienenen 
Arbeit aus Eierschalen Oocyan in krystallisiertem Zustand erhalten 
und stellt fiir diesen Kérper die Formel eines Oxy-formyl]-tripyrrens 
auf. Manche Eigenschaften der synthetischen Tripyrrene sprechen 
in diesem Sinne, so insbesondere das Auftreten der Fluoreszenz- 
reaktion bei den Zinksalzen erst bei ammoniakalischer Reaktion. 
Indessen fehlt bei unseren K6rpern die Lichtabsorption im Rot 
und auch die ‘Tripyrrene selber zeigen nicht im Rot ein 
Maximum. Lemberg stellt fiir das Oocyan mit Nitrit einen 
Farbumschlag in schwefelsaurer Lisung fest und bezeichnet diesen 
Farbumschlag als positive Gmelinsche Reaktion. Die synthetischen 
Tripyrrene geben mit konz. Schwefelsiure blaue schwefelsaure 
Salze mit scharfer Absorption im Rot, die auf Zusatz von Nitrit 
unter sofortiger Aufhellung der Lésung verschwindet. 

Kondensiert man 2-Chlormethy]-3-carbiithoxy-4-methy]-5-oxy- 
pyrrol unter milderen Bedingungen mit Opsopyrrol, so laBt sich 
das Oxymethen folgender Konstitution 


H,C;—,CO0C,H, H,C——C,H, 


| 


XIV | | 
HOW » —_—___—-0H- gpl 
NH N 


isclieren, das aus Pyridin in orange gefirbten Krystallen heraus- 

kommt. Der K6rper ist also nach dem Typ der Neoxantho- 

bilirubinsiure gebaut analog dem vor kurzem beschriebenen Oxy- 
, 2) , Uy ihr , } i ’ 

pyrromethen.*) Die Uberfiihrung in ein Dioxymethen soll versucht 

werden. Das Oxymethen selbst kondensiert mit Benzaldebyd zu 

einem schon krystallisierten Bilirubinoid folgender Strukturformel ®), 








1) Liebigs Ann. 488, 74 (1931). 

*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 250 (1931). 

’) Entsprechend dem auf 8. 217 entwickelten Nomenklaturprinzip ist 
diesem Bilirubinoid folgender Name zuzuerteilen: 1,10-Dioxy-2,4,7,9-tetra 
methyl - 5, 6- diiithyl - 3, 8-dicarbiithoxy-15-phenyl-tetrapyrro-11,18-dien. Ein- 
facher ist in diesem Fall die im experimentellen Teil (S. 231) angegebene 
Bezeichnung. 
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COOC,H, H,C,—— C,H, H,C,; CH, H,C,OOC, CH, 
| | | | i 
HOW Y ; CH —_ a ae — ji = — CH- : ~ 70H 
i ON NH | NH X 
Pi 
Ve 
XV 


das durch charakteristische Gmelinsche Reaktion und Urobilin- 
bildung ausgezeichnet ist. Die nihere Untersuchung des Koérpers 
steht noch aus. 


Wir danken der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft 
fiir ihre Unterstiitzung auch an dieser Stelle bestens. Leider 
konnte die Arbeit vielfach nicht zu Ende gefiihrt werden, weil 
infolge der SparmaBnahmen die notwendigen Mittel durch die 
Notgemeinschaft seit Mai nicht mehr zur Verfiigung gestellt werden 
konnten. 


Versuche. 
Einwirkung von Sulfurylchlorid auf Xanthobilirubinsaureester. 


0,1 g Ester, in 5—6 ccm abs. Ather suspendiert, werden mit 
0,15—0,2 ccm Sulfurylchlorid (= 4—6 Mol) versetzt; es tritt 
augenblicklich Verschmierung ein; durch gelindes Erwirmen und 
Verreiben bringt man die Schmieren méglichst rasch in Lésung 
‘unter HCl-Entwicklung) Aus der schwach gelblich gefirbten 
Lésung krystallisiert alsbald ein farbloser Kérper in schénen, 
sechsseitigen und rhombischen Plittchen. Zur Analyse wurde 
zweimal aus Benzol umkrystallisiert. Zersetzungsp. 167° unter 
Braunfarbung. Ehrlichsche und Gmelinsche Reaktion sind 
negatiy. 

4,570 mg Substanz gaben 6,914 mg CO,, 1,515 mg H,O. 


3,125 mg ” es 0,147 eem N (18°, 719 mm). 
7,265 mg “ » 11,914 mg AgCl. 
4,320 mg “ " 1,420 mg AgJ. 


Fir C,,H,.N,0,Cl, 

Ber. C 41,31°/, H 3,47°/, N 5,36°/, Cl 40,68 °/, OCH, 5,93°/, 

Gef. ,, 41,26 » on 1) 0,28 ,, 40,66 » 4,84 
Bei Anwendung geringerer Mengen von Sulfurylchlorid lauft 

die Reaktion trotzdem bis zur selben Stufe. Die Ausbeute je- 

doch wird schlechter. Beim Erwirmen des Chlorkérpers mit 


15* 
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NaOH (verd.) tritt Auflésung ein, eine Probe der Loésung gibt 
Ehrlichsche Reaktion in der Hitze. 


Einwirkung von Sulfurylchlorid auf Xanthobilirubinsaure. 


0,1 g Xanthobilirubinsiure, in abs. Ather suspendiert, wird 
mit 0,1 ccm Sulfurylchlorid versetzt. Es tritt sofort Verschmie- 
rung ein; unter triger Reaktion findet teilweise Auflésung und 
Dunkelgriinfarbung statt. Es wurde kein krystallisierter Kérper 
isoliert. 

Bromierung von Bilirubinsaure. 

0,1 g Bilirubinsiure in 0,5ccm Eisessig wird mit 1 Mol Brom 
versetzt. Unter Braunfarbung tritt Auflésung ein, beim Erkalten 
scheidet sich ein dunkel gefarbter Kérper ab. Nach eintigigem 
Stehen saugt man ab und krystallisiert aus Pyridin um. Ks er- 
scheinen die typischen Wiirfel der pyridinhaltigen Xanthobilirubin- 
siiure, die nach nochmaligem Umkrystallisieren aus Kisessig durch 
Schmelz-und Mischschmelzpunkt identifiziert wurde. DieGmelinsche 
Reaktion ist nur angedeutet. . 


Bromierung von Xanthobilirubinsaure. 


0,5 g Xanthobilirubinsiure werden in 1 ccm Eisessig auf- 
geschliimmt und mit 0,25 ccm einer Brom—Eisessiglésung (1 ccm 
= 1,25 ¢ Brom) versetzt. Unter positiver Warmeténung und Braun- 
fiirbung tritt Lésung ein. Alsbald krystallisiert jedoch das Reaktions- 
produkt in Form kleiner linsenférmiger Krystalle aus. Nach 
mehrstiindigem Stehen wird abgesaugt und kurz mit Eisessig und 
Ather gewaschen. In Berihrung mit anderen Lésungsmitteln, 
wie Methylalkohol, sowie beim Liegen an der Luft, tritt Ver- 
schmierung ein; der Kérper wird deshalb sofort in Pyridin ein- 
getragen, wo er unter deutlicher Krwiirmung und Bildung von 
Pyridin—Bromhydrat zerlegt wird. Beim Erkalten der zum 
Sieden erhitzten Pyridinlésung scheiden sich goldgelbe pris- 
matische Nadeln ab. Schmelzp. 312—315° unter Zersetzung. 
(;melinsche Reaktion positiv. Die spektralen Erscheinungen bei 
der Gmelinschen Reaktion stimmen mit denen beim Mesobilirubin 
vollkommen iiberein, wie durch Ubereinanderprojizieren der 
Spektren iiberzeugend festgestellt wurde. Der Mischschmelzpunkt 
mit einem Analysenpraiparat von Mesobilirubin, das einen Schmelz- 
punkt von 305° zeigte, lag bei 307—310°, gab also keine Depres- 
sion. Zur Analyse wurde nach Entfernung des beigemengten Pyridin- 
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Bromhydrats mittels Wasser nochmals aus Pyridin umkrystalli- 
siert und dann mit Chloroform extrahiert. 


4,907 mg Substanz gaben 12,110 mg CO,, 3,115 mg H,O. 


3,300 mg és - 0,286 cem N (18°, 721 mm). 
C,,H,.N,O, Ber. C 67,96°, H 6,72°, N 9,839, 
C,,H,,N,O, Ber. ,, 67,31 5 6,85 »» 9,02 

Gef. ,, 67,31 a0 »» 9,65 
Ester. 


0,1 g des synthetischen Mesobilirubins wird in 4ccm Methyl- 
alkohol suspendiert und in die Suspension trockener Chlor- 
wasserstoff eingeleitet. Unter fortschreitender Erwirmung und 
Braunfarbung tritt Lésung ein. Nun kiihlt man mit Wasser 
und leitet HCl bis zur Siattigung ein. Dabei fillt das Ester— 
Chlorhydrat spontan in Form roter Prismen aus. Zur Analyse 
wurde aus Methylalkohol, dem etwas 1°/,ige methylalkoholische 
Salzsiure zugesetzt war, umkrystallisiert. Das Esterchlorhydrat 
gibt bei 190° unter Grinfarbung den Chlorwasserstoff ab und 
schmilzt bei 216° Mischschmelzpunkt mit einem bei 190° 
schmelzenden Priparat von analytischem Mesobilirubinester— 
Chlorhydrat gab keine Depression. Die Gmelinsche Reaktion 
ist positiv, 

5,702 mg Substanz gaben 12,750 mg CO,, 3,425 mg H,0. 


3,225 mg - “ 0,225 cem N (16°, 725 mm). 
5,662 mg ‘ im 2,205 mg AgCl. 
3,880 mg ‘9 ‘s 2,545 mg AgJ. 


C,5H,,N,O,- 2 HCl 
Ber. C 60,93, II 6,73°/, N 8,13°/, Cl 10,30°/, OCH, 9,00°/, 
Gef. ,, 60,98 », 6,72 5) 1,86 », 9,63 » 9,08 


Amalgam-Reduktion. 


1 g synthetisches Mesobilirubin wird in 20 ccm Wasser mit 
8g 5°/,igem Natriumamalgam bis zur Farblosigkeit geschiittelt; 
dann wird vom Quecksilber abgetrennt, mit Chloroform unter- 
schichtet und mit Schwefelsiiure bis zur schwach kongosauren 
Reaktion versetzt. Es wird noch viermal mit Chloroform aus- 
geschiittelt, die vereinigten Chloroformausziige werden mit Glauber- 
salz getrocknet und im Vakuum auf 5 ccm eingeengt. Nun giebt 
man in 150ccm Petrolither und saugt vom ausfallenden ,,Kérper II 
rasch ab. Im Filtrat beginnt alsbald das Reduktionsprodukt in 
form farbloser prismatischer Krystiillchen zu erscheinen. Die 
Hauptmenge wird jedoch erst beim Kinengen im Vakuum auf 
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kleines Volumen gewonnen. Das Rohprodukt krystallisiert aus 
Essigester in farblosen glinzenden prismatischen Nadeln. Beim 
langsamen Verdunsten des Essigesters erscheinen neben den 
Nadeln polyedrische Prismen und Doppelpyramiden. Herr Pro- 
fessor Steinmetz hatte die Liebenswiirdigkeit, die zuletzt ge- 
nannten Krystalle zu messen. Sein Bericht lautet: 

Die vorliegenden Krystalle sind nur etwa 0,1—0,15 mm lang, zeigen 
aber scharf ausgebildete Flichen. Sie erscheinen aihnlich wie rhombische 
Bipyramiden, sind aber wie die friiheren') eine monokline Kombination 
zweier prismatischer Formen, ohne die friiher beobachtete Form {010}. — 
An einem etwas linger prismatisch ausgebildeten Individuum gelang auch 
die direkte goniometrische Messung einer Zone: (011): (011) = 112° + 1/,°. 
Das ist 2 x (010):(011) = 56°, bzw. 56° 45 Minuten der friiheren Mes- 


sungen. — Wie friiher ergab auch die mikroskopische Messung der Kanten 
[001]:{100] = 110° — 112°, was mit dem damaligen Wert 110°-+ 1° nahe 
zusammenfiillt. — Die Identitaét mit den friiheren Mesobilirubinogen-Priipa- 


raten ist nach der Ubereinstimmung der zwei voneinander unabhingigen 
Winkel nahezu sicher.“ 

Der Schmelzpunkt des Reduktionsproduktes liegt bei 194°. 
Der Mischschmelzpunkt mit analytischem Mesobilirubinogen gab 
keine Depression. Die Ehrlichsche Reaktion ist positiv; die 
dabei auftretenden Absorptionsstreifen decken sich mit denen 
vom analytischen Mesobilirubinogen: I. 556,6; II. 505,0. 

Die Fluoreszenz-Reaktion mit alkoholischem Zinkacetat wird 
beim Belichten der Lésung positiv. Bei Anwendung einer nicht 
zu kleinen Substanzprobe wurde beobachtet, daB neben dem 
»Urobilin-Streifen* beim laingeren Stehen noch zwei weitere 
scharfe Absorptionsstreifen auftreten. Ein Parallelversuch mit 
analytischem Mesobilirubinogen ergab dasselbe Resultat; das 
Spektrum bei beiden Versuchen war nach 3-tigigem Stehen der 
Liésungen folgendes: 

I. 628,1; IL. 577,7; ILI. 532,9—452,8; E.-Abs. 417,9. 

492,8 

Reihenfolge der Intensitiét: III, I, II. 





4,680 mg Substanz gaben 11,300 mg CO,, 3,010 mg H,0. 


2,930 mg si - 0,245 eem N (17°, 721 mm). 
C,,H,,N,Oe Ber. C 66,85°/, H 7,49%, N 9,46°), 
Gef. ,, 66,88 yy 1,81 » 9,34 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rast: 0,075 g Substanz; 0,726 g 
Campher. 4 = 7°. Mol.-Gew.: Ber. 592 Gef. 590,3. 





1) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 226 (1931). 
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Jodwasserstoff-Eisessig-Reduktion. 


0,4 g des synthetischen Mesobilirubins wurden nach der von 
H. Fischer und R. Hess angegebenen Methode!) reduziert und, 
wie dort beschrieben, zur getrennten Isolierung von Neobilirubin- 
siure und Bilirubinsiure verarbeitet. Es wurden 0,2 g eines 
farblosen Kérpers gewonnen, der aus Chloroform in charakteristi- 
schen Krystallen mit rhombischem Querschnitt, aus Alkohol-Ather 
in sechsseitigen Plittchen und aus Essigester in rechteckigen 
Tafelchen erscheint. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus 
Chloroform schmilzt der Kérper bei 180°. Ein Mischschmelzpunkt 
mit analytisch gewonnener Neobilirubinsiure gab keine Depression. 
Ehrlichsche Reaktion ist stark positiv, die Fluoreszenzprobe 
negativ. Zur Analyse wurde aus Essigester umkrystallisiert. 


4,414 mg Substanz gaben 10,655 mg CO,, 2,937 mg H,O. 


3,375 mg - s 0,292 ecm N (17°, 719 mm). 
C,¢HoN, 0; Ber. C 66,15°/, H 7,64°/, N 9,65°/, 
Gef. ,, 65,83 y 71,44 1» 9,64 


Aus den Mutterlaugen des obigen Kérpers wurden etwa 
10 mg Bilirubinsiure vom Schmelzp. 183° isoliert; Mischschmelz- 
punkt mit synthetischer Bilirubinsiure gab keine Depression. 


Resorcinschmelze. 


0,3 g des synthetischen Mesobilirubins wurden nach der von 
H. Fischer und R. Hess angegebenen Vorschrift’) der Resorcin- 
schmelze unterworfen. Die Chloroformextraktion des Rohproduktes 
lieferte 0,19 g eines briunlich-gelben K6rpers, beim Kindunsten 
des Chloroforms hinterblieb noch eine geringe Menge; die Aus- 
beute betrug also etwa 70 Proz. Der K6rper ist in Methylalkohol 
im Gegensatz zur analytischen Neoxanthobilirubinsiure sehr 
schwer léslich, so daB sich dieses Liésungsmittel nicht zum Um- 
krystallisieren eignet. Aus Hisessig krystallisiert der Kérper in 
linglichen Plattchen von hellgelber Farbe und vom Schmelzp. 
237— 239° Das Rohprodukt zeigte nach der Chloroform-Extrak- 
tion einen Schmelzpunkt von 242°. Diese Tatsache laBt an der 
Kinheitlichkeit des Kérpers zweifeln. Der Mischschmelzpunkt mit 
einem bei 227° schmelzenden Priparat von Neoxanthobilirubin- 
siure lag bei 230—232° Im Verhalten gegen Gmelins Reagens 
besteht vollkommene Ubereinstimmung mit Neoxanthobilirubin- 





1) Diese Z. 194, 227 (1931). 
*) Diese Z. 194, 209 (1931). 
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siiure, es tritt Griinfirbung auf und das gleiche Spektrum wie 
dort. Die Ehrlichsche Reaktion ist negativ. 


5,163 mg Substanz gaben 12,550 mg CO,, 3,165 mg H,O. 


3,506 mg i a 0,302 cem N (15°, 725 mm). 
C,eHe,N.O; ser. C 66,62°/, H 7,00%,  N 9,73°, 
Gef. ,, 66,29 ,, 6,86 5) 9,04 


Amalgamreduktion der synthetischen Neoxanthobilirubinsaure. 


0,1 g der synthetischen Neoxanthobilirubinsiure wurde in 
2 ccm Wasser aufgeschlimmt und mit 1g 5°/,igem Natrium- 
amalgam bis zur Farblosigkeit geschiittelt. Die Loésung wird 
iiber Chloroform angesiuert, der Chloroformextrakt rasch durch 
ein mit Chloroform benetztes Filter gegossen, dann wird noch 
dreimal mit Chloroform extrahiert. Aus den Extrakten krystalli- 
siert spontan das Reduktionsprodukt in den charakteristischen 
prismatischen Krystallen mit rautenfOrmigem Querschnitt aus. 
Schmelzp. 180—181° Mischschmelzpunkte mit dem durch Jod- 
wasserstoff-Kisessigreduktion aus dem synthetischen Mesobilirubin 
gewonnenen Koérper als auch mit analytischer Neobilirubinsiure 
gaben keine Depression. Die Ausbeute ist fast quantitativ. 

5,500 mg Substanz gaben 13,270 mg CO,, 3,780 mg H,0. 


4,700 ,, a i 0,418 cem N (20°, 721 mm). 
CieH..N,O; ser. C 66,15°/, H 7,64°/, N 9,65°/, 
Gef. ,, 65,80 yy 7,69 » 9,83 


Kondensation der synthetischen Neoxanthobilirubinsaure 

mit Formaldehyd. 

50 mg synthetische Neoxanthobilirubinsiiure wurden nach der 
von H. Fischer und R. Hess!) zur Darstellung des K-Mesobili- 
rubins angegebenen Vorschrift mit Formaldehyd kondensiert. Es 
resultiert ein Mesobilirubin, das nach Schmelzpunkt (308°) und 
Mischschmelzpunkt mit dem durch Bromierung der Xanthobili- 
rubinsiiure erhaltenen identisch ist. 

Resorcinschmelze. Diese lieferte wieder die synthetische 
Neoxanthobilirubinsiure vom Schmelzp. 239° zuriick; der Misch- 
schmelzpunkt gab keine Depression. 


Bromierung von Xanthobilirubinsdure bei minus 20°. 


0,1 g Xanthobilirubinsiure wurde in 1 ccm Chloroform sus- 
pendiert und unter Eis—Kochsalzkiihlung mit 0,12 ccm Brom- 


1) H. Fischer u. R. Hess, Diese Z. 194, 203 (1931). 
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Kisessiglésung (1 com = 0,5 g Brom) versetzt. Die Xanthosiiure 
geht unter HBr-Entwicklung sofort in Lésung. Aus der dunkel- 
griinen Lésung scheiden sich nach einigem Stehen Schmieren 
ab, die mit mehr Chloroform unter Zusatz einiger Tropfen Al- 
kohol in Liésung gebracht werden. Nach dem Ausschiitteln mit 
Wasser wurde das Chloroform eingeengt und es konnten etwa 
10 mg eines grinlich-gelben Kérpers isoliert werden, der halogen- 
frei war, Gmelinsche Reaktion gab und mit dem normalen 
Bromierungsprodukt der Xanthobilirubinsiiure keine Schmelzpunkts- 
depression gab, 


Einwirkung von Eisessig-Bromwasserstoff auf Mesobilirubin. 


50 mg Mesobilirubin wurden mit 3 ccm Bromwasserstoff- 
Kisessig iibergossen. Es bildet sich das rétlich-braune Bromhydrat 
und daneben entstehen violette Oxydationsprodukte. Nach mehr- 
stiindigem Stehen wurde mit Chloroform aufgenommen, mit Wasser 
ausgeschiittelt und die Chloroformschicht nach dem Trocknen mit 
Natriumsulfat auf kleines Volumen eingeengt. Es wurden 40 mg 
unverindertes Ausgangsmaterial zuriickgewonnen. 


Zur weiteren Identifizierung wurde noch die Resorcinschmelze 
durchgefiihrt, die Neoxanthobilirubinsiiure lieferte, wie durch 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt festzustellen war. Das 
Mesobilirubin war also durch die Behandlung mit Bromwasserstoff 
nicht veriindert worden. 


Nebenprodukt aus der Bromierung der Xanthobilirubinsaure. 


Aus den Krystallisationsmutterlaugen des synthetischen Meso- 
bilirubins scheidet sich beim langeren Stehen ein Kérper ab, der 
sich im Verhalten gegen Gmelins Reagens vom Hauptprodukt 
unterscheidet: Die Chloroformlésung dieses Kérpers firbt sich 
bei Zugabe des Reagens iiber Griin blau, jedoch ist diese Blau- 
firbung nicht so tief wie beim Mesobilirubin, und es tritt kein 
weiterer Farbumschlag mehr ein, sondern die blaue Farbstufe 
wird allmihlich zerstért. Das Spektrum zeigt nicht die charak- 
teristischen vier Streifen, wie sie in der violetten Stufe der 
(smelinschen Reaktion auftreten, sondern besteht nur aus zwei 
Absorptionsbanden: 


I. 705,9—685; II. 640—630. Intensitit: I, II. 


i 
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Der Korper krystallisiert aus Pyridin in Nadeln und 1laBt 
sich durch Chloroformextraktion am besten reinigen; prachtvolle 
goldgelbe Nadeln vom Schmelzp. 305—310° u. Z. Der Misch- 
schmelzpunkt mit dem Bromierungsprodukt wie auch mit Meso- 
bilirubin gab keine Depression. 


4,225 mg Substanz gaben 10,485 mg CO,, 2,770 mg H,0O. 


8,643 mg " » 0,308 ecm N (18°, 715 mm). 
C,,H,,N,0, Ber. C 67,31°, H 6,85°), N 9,52), 
Gef. ,, 67,21 » Tae » 9,33 
Ester. 


50 mg des Nebenproduktes wurden, wie iiblich, mit Methyl- 
alkohol—Chlorwasserstoff verestert; das Esterchlorhydrat erscheint 
in weinroten, griin glinzenden Plittchen vom Schmelzp. 235—240°. 
Mit Gmelins Reagens tritt dieselbe Farbreaktion ein wie mit 
der freien Siure. 


Resorcinschmelze. 


50 mg des Nebenproduktes wurden der Resorcinschmelze 
unterworfen. Der resultierende Koérper ist mit Neoxanthobilirubin- 
siiure aus synthetischem Mesobilirubin identisch, wie aus dem 
Schmelzpunkt (237—239°) und dem Mischschmelzpunkt hervorgeht. 


Amalgamreduktion. 


0.1 g des Nebenproduktes wird in 5 ccm Wasser mit 1 g 
5°/,igem Natriumamalgam bis zur Farblosigkeit der Loésung 
reduziert. Die iibliche Aufarbeitung ergab etwa 30 mg eines in 
farblosen Stiibchen krystallisierten Reduktionsproduktes, das un- 
scharf bei 165—170° schmolz und mit dem Reduktionsprodukt 
des Bromierungskérpers keine Depression gab. Die Ehrlichsche 
Reaktion ist positiv, jedoch ist die Fiarbung starker blaustichig 
als beim Mesobilirubinogen. Das Spektrum der Ehrlichschen 
Reaktion deckt sich mit dem beim Mesobilirubinogen, jedoch ist 
der ,,Urobilinstreifen im Verhialtnis zum ,,Ehrlichstreifen“ sehr 
schwach: I. 558,2; I]. 495. 

Die Fluoreszenzprobe mit alkoholischem Zinkacetat ist schwach 
positiv. Beim Versuch, das Rohprodukt aus KEssigester um- 
zukrystallisieren, trat Verschmierung ein und es krystallisierte nur 
noch eine geringe Menge des K6rpers aus, so daB auf eine Analyse 
verzichtet werden muBte. 
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Bromierung des 
3,3’ 5’-Trimethyl-4-athyl-4’-propionsaure-5-oxy-pyrromethens.’) 

Die Bromierung dieser isomeren Xanthobilirubinsiure wurde 
analog der Bromierung der Xanthobilirubinsiure durchgefiihrt 
und fihrte auch hier zu einem Bromhydrat, das mit Pyridin 
zerlegt wurde und dessen so erhaltene freie Base nach dem Aus- 
waschen mit Wasser und Trocknen durch Chloroformextraktion 
gereinigt wurde. Der neue Korper bildet prichtige goldgelbe, 
gebogene Nadeln vom Zersetzungspunkt 327°. Mit dem _ Bbro- 
mierungsprodukt der Xanthobilirubinsiiure, sowie mit Mesobilirubin 
tritt nur eine unbedeutende Schmelzpunktsdepression von 1—2° 
ein. Die Gmelinsche Reaktion stimmt sowohl im Verlauf des 
Farbenspieles als auch in den spektralen Erscheinungen mit der 
Reaktion am analytischen und synthetischen Mesobilirubin voll- 
kommen iiberein. 


5,833 mg Substanz gaben 14,390 mg CO,, 3,520 mg H,0. 


3,232 mg * », 0,284 cem N (17°, 713 mm). 
C33 Hy N,O¢ Ber. C 67,31°/, H 6,85°), N 9,52°/, 
Gef. ,, 67,28 » 6,75 55 9,00 
Ester. 


0,1 g des isomeren Mesobilirubins wurde durch Einleiten 
von HCl in die methylalkoholische Suspension verestert. Das 
rote Esterchlorhydrat kann aus Methylalkohol, dem etwas Methy|- 
alkohol—Chlorwasserstoff zugesetzt ist, umkrystallisiert werden. 
Beim Trocknen der Analysensubstanz trat jedoch allmahlich 
HCl-Abspaltung ein; deshalb wurde das Chlorhydrat durch Er- 
wirmen mit Wasser auf dem Wasserbade in die freie Ksterbase 
iibergefiihrt und diese zur Analyse gebracht. Der Schmelzpunkt 
liegt bei 222°. Der Mischschmelzpunkt mit analytischem Meso- 
bilirubinester liegt bei 193—195°, gibt also keine Depression. 
Mit dem Ester des synthetischen Mesobilirubins trat eine De- 
pression auf 196° ein. Die Gmelinsche Reaktion ist positiv. 


4,462 mg Substanz gaben 11,070 mg CO,, 2.890 mg H,0. 


3,690 mg ” » 0,306 eem N (18°, 713 mm). 
6,317 mg ” » 4,580 mg AgJ. 


C,.H,,N,O, Ber. C 68,149,  H 7,209, N 9,099, OCH, 10,06°, 
Gef. ,, 67,66 9 1,25 » 9,13 » 9,78 


1) H. Fischer und E. Adler, Diese Z. 197, 240 (1931). 
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4,3'5’-Trimethyl-4’-athyl-5-carbonsaure- 
3-propionsaure-pyrromethen-bromhydrat (VIII). 


0,5 g 2-Formyl-3-propionsiure -4-methyl-5-carboxy -pyrrol 
werden mit 0,23 g Kryptopyrrol und 1 ccm Methylalkohol augeriihrt. 
Unter Kiskiihlung fiigt man 2,5—3 ccm 48°/, ige Bromwasserstoti- 
siiure zu; beim Reiben krystallisiert das Bromhydrat in gelben 
Nadeln aus. Nach einigen Minuten saugt man scharf ab und 
trocknet im Vakuum. Beim liingeren Stehen und bei Anwendung 
von zu wenig Bromwasserstoff neigt die Methencarbonsiure leicht 
zur Decarboxylierung unter Schmierenbildung. Auch beim Versuch 
aus Kisessig umzukrystallisieren, trat CO,-Abspaltung und Ver- 
schmierung ein; auf eine Analyse muBte deshalb verzichtet werden. 


4,3'5'-Trimethyl-4-athyl-3-propionsaure- 
5-brom-pyrromethenbromhydrat (1X). 
0,5 ¢ Methencarbonsiiure werden in 0,5 ccm Eilsessig mit 


ta) 
0,6 ccm Bromeisessiglésung (1 ccm = 0,5 g Brom) versetzt. Unter 
CO,-Entwicklung tritt Lésung ein; nun wird noch 15 Minuten 
auf dem Wasserbad erwiirmt, worauf das Brommethen beim Er- 
kalten in roten Prismen mit griinem Oberflichenglanz auskrystalli- 
siert. Aus Hisessig zur Analyse umkrystallisiert. Schmelzp. 160° 
unter Zers. 
4,447 mg Substanz gaben 6,655 mg CO,, 1,865 mg H,0. 


4,835 mg - - 0,283 eem N (18,5°, 717,5 mm). 
8,546 mg ‘ ie 8,480 mg AgBr. 
C,,H,,0,N,.Br, Ber. C 45,749), H4,97°/, N6,28°/) Br 35,84°/, 
C,,H,,0,N,Br, yy 88,79 ,» 4,22 5,33 yy» 45,59 
Gef. ,, 40,82 5 4,69 » 5,86 », 42,28 


Nach der Analyse liegen also die Werte zwischen dem Ein- 
oD 
tritt von zwei und drei Bromatomen; mit Aceton war auch nach 
24 stiindigem Stehen kein Bromaceton nachweisbar. 


4,3'5'-Trimethyl-4’-athyl-3-propionsaure-5-oxypyrromethen (X). 
Die Darstellung dieser isomeren Xanthobilirubinséiure wurde 
wie die der bereits gewonnenen 4 Isomeren’) durch Umsetzung 
des Brommethens mit Kaliumacetat vollzogen. 0,15 g Brommethen 
wurden mit der gleichen Gewichtsmenge Kaliumacetat (wasserfrei) 
in 30 ccm Kisessig 11/, Stunden unter Riickflu® gekocht. Die 
isomere Xanthobilirubinsiure, die in der iiblichen Weise isoliert 


1!) H. Fischer u. Adler, Diese Z. 197, 240 (1931). 
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wurde, krystallisiert aus Pyridin in prachtvollen gelben, ab- 
ceschrigten Prismen mit violettem Glanz, aus Kisessig in lang- 
lichen sechsseitigen Blittchen vom Schmelzp. 282°. Gmelinsche 
und Zinkacetat-Reaktion sind negatiy. 

5,293 mg Substanz gaben 13,050 mg CO,, 3,480 mg II,0. 


3,598 mg - a 0,301 cem N (20°, 719 mm). 
C,,H,,N,0, Ber. C 67,55°/, H 7,29°/, N 9,27°/, 
Gef. ,, 67,24 99 1,00 » 9,23 


1, 8-Dioxy-2,4, 7-trimethyl-5-athyl-3, 6-dicarbathoxy-tripyrren (X11). 

1g 2-Chlormethyl-3-carbithoxy-4-methyl-5-oxypyrrol wurde 
in der eben ndétigen Menge (etwa 40 ccm) Benzol gelést und nach 
Zugabe von 0,5 g Opsopyrrol 2 Stunden auf dem Wasserbad 
sekocht. Die tief violette Lésung wird bei gewéhnlicher Tem- 
peratur eingeengt, wobei das Reaktionsprodukt sich als dunkler 
Kérper ausscheidet. Durch Umkrystallisieren aus Pyridin er- 
scheint das Tripyrren in braunvioletten Stibchen mit griinem 
Oberflichenglanz vom Schmelzp. 283° unter Zersetzung. Der 
Kérper ist in der Hitze leicht léslich in Pyridin und Eisessig, 
schwer in Alkohol und Chloroform. Zur Analyse wurde aus 
Kisessig umkrystallisiert. 

4,577 mg Substanz gaben 10,825 mg CO,, 2,625 mg H,0. 

4,085 mg ‘ - 0,334 ecm N (19°, 723 mm). 

5,180 mg Substanz gaben 5,120 mg AgJ. 

C,;H,,0,N; Ber. C 64,20°/, H6,26°/, N8,99°/, OCH, 19,26%, 
Gef. ,, 64,18 »» 6,45 »» 9,09 - 18,96 

Die violette Lésung des Tripyrrens zeigt spektroskopisch 
nur eine schwache diffuse Absorption im Griin. Die Gmelin- 
sche Reaktion ist absolut negativ, es tritt sofort bei Zugabe des 
Reagenses Umschlag nach Hellgelb ein. Die alkoholische Lisung 
des T'ripyrrens schligt bei Zugabe von alkoholischem Zinkacetat 
nach Blau um und scheidet beim Stehen ein nicht fluoreszie- 
rendes Zinksalz ab. Macht man jedoch die mit Zinkacetat ver- 
setzte Liésung schwach ammoniakalisch, so tritt nach einigem 
Stehen Aufhellung und intensive Fluoreszenz der Loésung ein. 
Spektroskopisch zeigt sich jetzt eine dem ,,Urobilinstreifen“ ganz 
iihnliche, nur mehr verwaschene Absorption. Das Tripyrren list 
sich in konz. Schwefelsiiure mit intensiv blauer Farbe und zeigt 
in dieser Liésung eine scharfe Absorption bei 645 mu. Bei Zu- 
gabe von Nitrit findet iiber eine kurze, wenig ausgepriigte Violett- 
stufe rasche Aufoxydation nach Hellgelb statt. Voriibergehend 
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tritt dabei (in der violetten Stufe) eine unscharfe Absorption bei 
etwa 580 mu auf. 


1,8-Dioxy-2, 4, 7-trimethyl-5-propionsaure- 
3,6-dicarbathoxy-tripyrren (XIII). 


1 g 2-Chlormethyl-3-carbiithoxy-4-methyl-5-oxypyrrol (an Stelle 
dieses Chlorkérpers kann auch der entsprechende Bromkoérper 
verwendet werden) wird mit 0,5 g Opsopyrrolcarbonsiure in 
60 ccm Benzol 3 Stunden lang auf dem Wasserbad gekocht. 
Schon in der Hitze scheidet sich aus der tief violetten Lésung 
das Tripyrren allmahlich als Krystallkruste an der Kolbenwand 
ab. Es krystallisiert aus viel Alkohol in feinen, braunvioletten 
Nadeln vom Schmelzp. 245° Es ist in der Hitze léslich in Kis- 
essig und Pyridin, mit zunehmender Reinheit immer schwerer in 
heiBem Alkohol. Zur Analyse wurde aus Kisessig umkrystallisiert. 


4,287 mg Substanz gaben 9,580 mg CO,, 2,110 mg H,O. 





3,890 mg ™ » 0,281 cem N (18°, 725 mm). 

7 | " : l 

CycsH,,0,N, Ber. C 61,03°/, H 5,729, _N 8,22°%, | 
Gef. ,, 60,95 » DDL » 8,08 


Die Gmelinsche Reaktion ist auch hier negativ. Die Zink- 
acetatprobe verliuft sowohl in neutraler, als auch in schwach F 
ammoniakalischer Lésung ganz analog wie beim vorhergehend ff | 
beschriebenen Tripyrren. Die tief blaue Lésung des Ké6rpers in ‘ 
konz. Schwefelsiure zeigt einen scharfen Absorptionsstreifen bei | 
620 mu. Zugabe von Nitrit bewirkt sofortige Aufhellung nach ! 
Hellgelb und Verschwinden des Streifens, ohne daB andere Farb- ( 
stufen durchlaufen werden. ‘ 


4,3’-Dimethyl-4 -athyl-3-carbathoxy-5-oxymethen (XIV). P 
0,5 g 2-Chlormethyl-3-carbithoxy-4-methyl-5-oxypyrrol werden — - 
in der eben nétigen Menge heiBem Methylalkohol gelést und mit 
0,25 g Opsopyrrol auf dem Wasserbad gekocht. Nach 1 Stunde 
wird die dunkelrote Lésung auf 15 ccm eingeengt. Beim Stehen 
in Eis krystallisiert das Oxymethen aus, das aus Pyridin in 
orangeroten abgeschriigten Blittchen erscheint. Schmelzp. 210°. 


4,229 mg Substanz gaben 10,300 mg CO,, 2,620 mg H,0. 


3,933 mg " - 0,353 cem N (19,59, 720 mm). 
C,,.H,,0O,N, Ber. C 66,639), H 7,00%/, N 9,72°/, 
Gef. ,, 66,43 , 6,93 » 9,92 


Die Zinkacetatprobe ist in neutraler alkoholischer Lésung 
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negativ, in schwach ammoniakalischer wird sie beim Stehen 
schwach positiv. 


| Di-(4,3'-dimethyl-4’-athyl-3-carbathoxy-5-oxy)- 
pyrromethen|-phenylmethan (XV). 


0,1 g Oxymethen wird mit 40mg Benzaldehyd angeriihrt und 
dann mit 2 bis 3 Tropfen 25°/,iger Salzsiiure gut verrieben. Unter 
deutlicher Selbsterwirmung bilden sich délige Schmieren, die all- 
mihlich zih und fest werden. Beim Verreiben mit Alkohol er- 
scheint der bilirubinoide Farbstoff in Form kleiner roter Stiibchen. 
Zur Analyse wurde aus viel Alkohol umkrystallisiert. 


4,835 mg Substanz gaben 12,575 mg CO,, 2,785 mg H,O. 


3,685 mg - ¥ 0,276 cem N (17°, 723 mm). 
Cs5H,N,O, Ber. C 70,44°/,  H 6,68°%,  N 8,43°, 
Gef. ,, 70.93 y 6,44 y 8,39 


Der K6rper ist leicht léslich in Chloroform, ziemlich léslich 
in Pyridin und Eisessig, etwas léslich in Ather. Die Gmelinsche 
Reaktion ist positiv. Die spektroskopischen Erscheinungen gleichen 
denen bei dem analog gebauten Farbstoff, der an Stelle der Athyl- 
gruppe den Propionsiurerest triigt.') Der erste Hauptstreifen in 
der griinen Phase liegt bei 640 mu, der zweite in der blauen 
Phase hinzukommende Streifen liegt bei 530 mu. Die Zugabe 
von alkoholischem Zinkacetat zur alkoholischen Lésung fiihrt auch 
hier zu einer Farbvertiefung nach Rot; macht man dann mit 
Ammoniak schwach alkalisch, so findet allmaihlich Aufhellung nach 
Griin statt. Die Lésung zeigt jetzt ganz schwache Fluoreszenz 
und einen Absorptionsstreifen im iufersten Rot. Dasselbe Ver- 
halten gegen Zinkacetat wurde auch bei dem friiher beschriebenen 
analog gebauten Farbstoff beobachtet. 





1) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 275 (1931). 








Berichtigung. 
Von 


M. Henze. 


Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1%). Juni 1981 ) 


In unserer kiirzlich erschienenen Mitteilung ,,Kine einfache 
Darstellung des Phenylglyoxals“') ist ein uns selbst unverstiind- 
licher Irrtum unterlaufen. Auf Seite 83, wo wir die theoretisch 
ndtigen Kupferacetatmengen berechnen, muB es selbstverstindlich 
heiben: 

1 Mol Benzoylearbinol (136) verbraucht theoretisch 2 Mol 
Cu-acetat + 1 aq. (899) und sollte 1 Mol Kupferoxydul (143) ab- 
scheiden. 

Demnach lautet auch die kurze Tabelle: 


4 g Carbinol lieferten 2,1 g Cu,O anstatt theoretisch 4,2 g 


10 ¢g is - C2e@ » - ” 10,5 g 

0s » ; ie . . » S102 

Infolge dieser Ditferenz zwischen berechneten und gefundenen 
Oxydulmengen, haben wir uns inzwischen noch iiberzeugt, dab die 
Abscheidung wirklich aus Oxydul und nicht etwa aus metallischem 
Kupfer besteht, indem wir in einer Wasserstoffatmosphire arbeiteten, 
den Niederschlag in CuO iiberfiihrten und die betreffenden Um- 
rechnungen vornahmen. 

Bei dieser Gelegenheit sei auch nachgetragen, dab die Oxy- 
dation des Benzoylcarbinols zu Phenylglyoxal ebenso glatt und viel 
schneller verliuft, wenn man in der Wiarme arbeitet. 

Beispiel: 22 g Carbinol werden in 100 ccm Alkohol und 
50 ccm Wasser gelist, 40 g feingepulvertes Kupferacetat zugefiict 
und unter hiufigem Umschiitteln etwa 2 Stunden auf 50—60° er- 
wirmt. Die noch griinblau gefirbte Fliissigkeit scheidet bei 
weiterem Erwirmen kein Oxydul mehr ab. Beim Aufarbeiten er- 
hielten wir 17,6 g reines Phenylglyoxalhydrat, d.h. 71,5°/, der 
theoretisch berechneten Menge. Die Ausbeuten sind demnach 
noch besser als seinerzeit angegeben und die Gewinnung des 
Phenylglyoxals somit sehr einfach geworden. 


1) Diese Z. 198, 82 (1931). 
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Uber Sauerstoffaufnahme durch Spaltprodukte der Hexosen 
und dabei wirksame Katalysatoren. 


Von 


L. Ahlstr6m und H. v. Euler. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Juli 1931.) 


Die wichtigsten Aufgaben, die hinsichtlich des Problems der 
Sauerstoffatmung vorliegen, sind einerseits die chemische Fest- 
stellung der in Tier und Pflanze wirksamen Oxydationskatalysatoren 
und zwar besonders derjenigen Kisenporphyrine, welche spezifisch 
die Aufoxydation zu CO, und die damit in Zusammenhang stehen- 
den Vorginge katalysieren, und andererseits die Ermittlung der- 
jenigen Zwischenprodukte des Kohlenhydratumsatzes, welche der 
durch Eisenporphyrine katalysierten Oxydation direkt unterliegen. 

Die Glucose selbst kann, wie besonders von D. Miiller!) 
vezeigt wurde, durch ein Pilzenzym, und zwar zu Gluconsiure 
oxydiert werden. Immerhin scheint dieses Enzym in anderen 
Pflanzen- und in Tierzellen nur vereinzelt eine Rolle zu spielen. 
Inwieweit Blutzucker und Hexosenphosphate in ahnlicher Weise 
durch Oxydationskatalysatoren direkt angegriffen werden, be- 
darf der Untersuchung; manche Tatsachen, besonders mehrere 
der von Lundsgaard?) beigebrachten, lassen eine derartige Ver- 
mutung zu.3) Immerhin spricht die Erfahrung dafiir, dab in 
der Mehrzahl der Faille die bei der anaeroben Atmungsphase 
entstehenden Spaltprodukte mit drei C-Atomen in Betracht 
kommen. 


1) Biochem. Z. 199, 136 (1928); 232, 423 (1931). 

2) Biochem. Z. 220, 1 u. 8 (1930). — Siehe hierzu auch Nilsson, Zeile 
u. Euler, Diese Z. 194, 53 (1931). 

3) Es sei hier auch an die Oxydationen der Glucose durch Na-Fe-Pyro- 
phosphat erinnert, welche H. A. Spoehr studiert hat [J. Amer. Chem. Soc. 
48, 107 u. 236 (1926)]. 
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Unter diesen Spaltprodukten ist wohl in erster Linie das 
Methylglyoxal zu_beriicksichtigen, fiir dessen Auftreten als 
biologisches Kohlenhydratabbauprodukt Neuberg und Kobe! 
viele interessante Tatsachen gesammelt haben. In zweiter Linie 
kommen Dioxyaceton und Glycerialdehyd in Betracht, welche 
neben Methylglyoxal bereits im Wohlschen Schema als Abbau- 
produkte des Zuckers aufgefiihrt werden, und deren Mitwirkung 
bei synthetischen Vorgiingen, die sich an die Zuckerspaltung an- 
schlieBen, immerhin noch nicht ausgeschlossen ist. Man verdankt 
Iwasaki!) sowie Neuberg und Kobel?), ferner Virtanen’), 
neue bemerkenswerte Tatsachen. Oxydationsversuche mit Schwer- 
metallen sind an Dioxyaceton und Glycerinaldehyd von Wind‘) 
ausgefiihrt worden. 


Methodik. 


Die Messung der Sauerstoffzehrung geschah im Barcroft- 
Warburgschen Apparat und unter Einhaltung der von War- 
burg ausgearbeiteten und beschriebenen Methodik. Wir ver- 
wendeten GefiBe mit flachem Boden von etwa 5 qem Grundflache 
mit seitlichen Stutzen zur Einfiihrung von Flissigkeiten ohne 
Druckinderung. Die GefaBe, die schon friiher in diesem Institut 
geeicht worden waren, wurden noch einmal mit Wasser aus- 
gewogen. 

Unsere Versuchstemperatur war durchweg 37—88° und wurde 
wiihrend jeder Versuchsreihe auf etwa 0,02° konstant gehalten. 
Die Aufrechterhaltung der Aciditét wurde durch Phosphatpuffer 
garantiert, welche im allgemeinen in einer Konzentration von m/10) 





gewahlt wurden. 

Die Aciditét wurde stets elektrometrisch bestimmt und zwar 
nicht nur im Puffer, sondern auch in den Proben. 

Der Gasraum wurde mit Luft oder mit Sauerstoff gefiillt, 
was bei den einzelnen Versuchen angegeben ist. Nach dem Fiillen 
wird 10 Minuten vor der ersten Ablesung im Thermostaten ge- 
schiittelt. 


Die wichtigsten der hier verwendeten Praparate verdanken 
wir Herrn Privatdozenten Dr. Hermann O. L. Fischer (Berlin), 


1) Biochem. Z. 208, 237 (1928). 

2) Biochem. Z. 203, 452 (1928). 

*) Virtanen, Karstrém u. Turpeinen, Diese Z. 187, 7 (1930). 
4) Biochem. Z. 159, 58 (1925). 
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dem wir auch an dieser Stelle unsern besten Dank aus- 
-prechen. 


Versuche. 


Oxydation von Dioxyaceton durch Sauerstoff 
mit und ohne Katalysatoren. 


Das Problem, wie die anaeroben Abbauprodukte der Hexosen 
ich gegeniiber den Eisenporphyrinen verhalten, ist am Dioxy- 
aceton zuerst untersucht worden. Hier lagen zwar bereits einige 
Versuche von F. Wind (a.a. 0.) vor, welcher dieses Substrat 
-elbst in alkalischer Lésung mit Phosphatpuffer und auch in 
Gegenwart von Ferrosalzlésungen untersucht hat. Diese Ver- 
suche, welche wir wiederholt haben und bestatigen koOnnen, waren 
fur uns der Ausgangspunkt zu den Versuchen mit Himin und 
Mesohamin als Katalysatoren. 


Oxydationsgeschwindigkeit von m/20-Dioxyaceton 
in m/10-Phosphatpuffer bei wechselndem px. 


Losung hergestellt durch Verdiinnen einer 0,6 mol. Losung in 
| mol. Puffer. — Gasraum mit O, gefiillt. Im Einsatz 1 cem 


5°), KOH. 


22,5 mg Dioxyaceton in 5 ccm m/10-Phosphatlésung. 








mm?® O, 
Zeit Sa 
pu = 7,46 Pa = 7,2 

15’ 127 | 96,8 

30’ 172,4 | 132,1 

60’ 295,8 252,1 

90’ 411,6 | 352 

Endwert px = 7,21 | Endwert px = 7,03 


Oxydationsgeschwindigkeit von m/30-Dioxyaceton 
in m/10-Phosphatpuffer bei wechselndem px. 


Losung hergestellt aus m/15-Dioxyaceton durch Verdiinnung 
nit Phosphatpuffer auf die Halfte. -—- Wiahrend 9 Minuten 
Kinleiten von O,, danach 10 Minuten im Thermostaten (36,5°) 
zweeks Druckausgleichung geschiittelt. AnschlieBend die erste 
\Messung, 


16* 
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Wir beschranken uns darauf, die Resultate dureh die Kurven 
der folgenden Figur anzugeben, welche, wie ersichtlich, sehr 
gleichmifig und annéhernd geradlinig verlaufen. 


er 
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Fig. 1. 65 ccm m/30 Dioxyaceton. 


Versuch 16. Oxydationsgeschwindigkeit von m/10- und m/30-Glycerin- 
aldehyd in m/10-Phosphatpuffer bei verschiedener H-Ionenkonzentration. 
Versuchsbedingungen wie bei dem vorhergehenden Versuch. 
Der Einsatz gefillt mit 1 cem 7°/jiger KOH. — Als Puffer- 
ldsungen werden m/10-Phosphatmischungen verwendet. Reaktions- 
mischung 5 cem. 











vin | aldehyd | (1 me Glycerinaldehyd 
ba = 7,8 Pu = 8,09 Pu = 7,54 | Pa = 7,04 
mm? O, mm? QO, | mm QO, | mm QO, 
20 120,7 60 | 58,5 | 26,4 
40 267.3 140,38 133,8 | 60,3 
60 383.9 202,4 193,8 | 96 
80 483 256,9 245.6 | 124,7 
100 600,1 321,3 307,8 | 161,2 
120 681,1 367,8 351,6 | 186,8 
140 415 397,83 212,7 
x | 
MReaktion’| Pe~687 | pr=749 © pH=7,08 | pa = 630 
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Versuch 27. Oxydationsgeschwindigkeit von m/8- und m/16-Methyl- 
glyoxal in m/10-Phosphatpuffer bei verschiedenem px. 

Die Lésungen wurden durch entsprechendes Verdiinnen mit 
Phosphatpuffer aus emer 1°/jigen waBrigen Methylglyoxallésung 
bereitet. Die pa-Bestimmungen wurden zum Teil elektrometrisch 
in den Probelésungen vorgenommen; da der typische Methyl- 
clyoxalgeruch nach dem H,-EKinleiten bedeutend schwicher war, 
wurde eine Probe zur Kontrolle ohne px-Bestimmung angesetzt. 
Im GefaBeinsatz 1 cem 7°/,ige KOH; 10 Minuten Sauerstoff ein- 
veleitet, 10 Minuten zum Druckausgleich im Thermostaten bei 
38° geschiittelt. Pufferlésung allein verbrauchte in der gleichen 
Zeit (191/, Stunden) 10,4 mm? Sauerstoff. 

Der Verlauf der Oxydation bei den verschiedenen Aciditiaten 
ceht aus der folgenden Tabelle hervor; die Oxydationsgeschwindig- 
keit ist bei px = 7,7 viel hoher als bei 6,38. 





36 mg Methylglyoxal 18 mg Methylglyoxal 
+ 4 ccm 7 ae rm O-N: 1”) 
rit | m/i0-Na,Hpo, [4m m/10-NaHPO, 256 "110 NeHPO, 
ba == 7,28 Pa = 7,7 | PH 6,38 
emm O, emm QO, emm QO, 
30 Min. 3,4 3,1 2,7 
60 ., 5,4 5,7 1,1 
90 ., 8,2 9,3 5,4 
120. ,, 13,3 11,4 7,3 
50 ,, 19,2 16,4 8,1 
Iso. ., 22,6 20,9 13,7 
210 ,, 24,6 23,0 12,6 
17,5Stdn. 94,3 66,8 20,0 
18,5 ,, 99,4 73,2 22,7 
19 - 100,8 77 20,6 
19,5, 107,3 74,1 22,7 








Versuch 28. m/10-Methylglyoxal in m/10-Phosphatpuffer 
-+ m/190-Hamin in Pyridin. 

Die Methylglyoxallésung wurde durch Verdiinnen von 1°/,iger 
waBniger Léosung mit 1m Phosphat erhalten, die Loésung von 
Himin in Pyridin dazugegeben; im Einsatz des Absorptions- 
gefaBes 1cem 7°/jige Kahlauge. Einleiten von O, 10 Minuten 
lang, im Thermostaten vor der ersten Ablesung 10 Minuten zwecks 
Druckausgleich geschiittelt. Badtemp. 38°. px = 7,21. 

Die folgende Tabelle zeigt die erhebliche Oxydationswirkung 
des Hamins; die Sauerstoffzehrung nimmt den etwa 3 fachen 
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setrag unter der Einwirkung von 8,2 mg Hémin an. Bei der 
Deutung dieser (und unserer anderen) Versuche muB immerhin 
beriicksichtigt werden, daB Hamin in Konzentrationen von der 
annihernd gleichen GréBenordnung wie das Substrat an 
wesend ist. 

Wie schon friiher gefunden wurde, treten zu oxydativen 
Katalysatoren nicht selten Hilfsstoffe bzw. Stoffe, welche eine 
Kettenreaktion veranlassen und also mit dem Fe-Porphyrin 
zusammenwirken kénnen. Geile und Kuler?) haben solche Stofte 
kirzlich wieder gesucht, auch im AnschluB an eine Untersuchung 
von Michaelis und Salomon.?) Geht man zu_ heterogenen 
Systemen uber, so hat Kuhn mit Meyer schon gezeigt, dal 
Himin die Sauerstoffaufnahme von natiirlichen Carotinoiden 
nicht katalysiert. Dagegen scheint dies, worauf wir bald zuriick- 
kommen, bei gewissen Hydrocarotinen der Fall zu sein. 














17,1 mg Methylglyoxal auf 1,9 ccm m/10-Na,HPO, 
Min. +- 0,5 cem Pyridin 

mit 8,2 mg Hamin ohne Hamin 

mm? O, mm? O, 
30 10,6 0,3 
60 27,4 5,6 
90) 53,4 17,6 
120 73,8 | 25,9 
150 81,2 23,6 
180 98.6 32,6 
210 127,2 47,4 
240) 139,3 50,4 
16,5 Stdn. | 377,7 175,2 


Versuch35. m/12-Glycerinaldehyd in m/10-Phosphat + CuSO, (1:10-*-m, 
5:10-*-mCuSO,); m/12-Glycerinaldehydin m/10-Phosphat-+ CuSO,-+ KCN 
(1:10-*-m Cu + 1-:10-°-KCN, 5-10-*-Cu + 5-10-* m-KCN,,. 

Lésungen, hergestellt durch Mischung von m/10-Na,HPO, 
(pxo=8,45) mit n/100-KCN in m/10-Na,HPO, und m/100-CuSO, 
in Na,HPO,. Zur Aldehydlisung wurde zunachst die CuSO,- 
Lésung gegeben, die in der 1-10-4 CuSO,-haltigen Probe zuniichst 
auftretende Braunfairbung verschwand bei KCN-Zusatz. Im Ein- 
satz befand sich 1 cem 79/,iger KOH, die GefiBe und Mano- 


1) Diese Z. 195, 35 (1931). 
2) J. of Gen. Physiol. 13, 683 (1930). 




















Uber Sauerstoffaufnahme durch Spaltprodukte der Hexosen usw. = 239 


meter wurden mit Luft gefillt und im Thermostaten von 38° 
10 Minuten lang vor der ersten Ablesung geschittelt. 





18 mg Glycerinaldehyd +- 2 ccm Phosphatmischung (pq == 8,45) 
t O,4 com 
Min, | + 0,5 cem +- 0,25 ecm + 0,25 com + 0,45 com Phosphat 
wsiaiils Phosphat- Phosphat = m/1000-CuSO, ~~ Phosphat -++- 0,05 cem 
mischune| 7.2:23.ccm | + 0,25ccm | + 0,05 ccm |™% 1000-CuSO, 
© m/1000-CuSO, m/100-KCN  m/1l000-CuSO, + 0,05 cem 
m/1LOO-KCN 
cmm O, emm O, emm O, cmm O, emm O, 
20 125,8 139, 1 143,1 143,1 142,5 
40) 236,1 | 262,1 270 255,2 264,6 
60 345,5 385,6 393,9 379,4 392 
80 449 | 502,2 507,7 496 506,2 
100 540,7 | 602,4 603,7 595,8 608, 1 





Man beachte die geringe Hemmung durch KCN. 


Versuch 86. m/12-Glycerinaldehyd in m/10-Phosphat + CuSO, +- KCN 
(CuSO, = 1:10-*-m, KCN = 1-:10-*-m, 1-:10-*-m). 
Die Lésungen wurden erst kurz vor dem Einfillen in die 
ReaktionsgefaBe hergestellt, CuSO,-Lésung = m/100,  KCN- 
Lésung = 1/10 und m/100. 








18 mg Glycerinaldehyd + 2,25 ccm Phosphatmischung (py = 8,45) 
Min, | Ohne Zusatz) m/100-CuSO, -_ | _ 
ns 4. 0,25 PI | + 0,25 ccm + 6aoom | t 0,25 cem | + 0,25 ccm 
5 Phos- /_ oo sree | nn | mares 
. - , eal /10- N | /1LOO- I 
phatpuffer _— CuSO, m/10-KCN m/10-KCN | m/100-KCN 
emm QO, emm QO, emm O, emm O, emm QO, 
20 107,3 137,1 | 149,3 72,5 106, 1 
40 198,4 253,9 267,7 203,1 227,6 
60 285,1 362,3 | 371,7 304,9 333,2 
80 380,7 4784 | 489,6 375,5 453 
100 460,1 578,3 576,6 426,3 551,8 





Versuch 38. m/12-Dioxyaceton in m/10-Phosphatpuffer, m/200-Hamin 
in Pyridin und m/135-KCN. 

Die Dioxyaceton-Phosphatl6sung wurde mit Hiamin in Pyridin 
versetzt, in bezug auf Pyridin war die Gesamtlosung 20°/ jig, bezgl. 
des Phosphatpuffers 0,08 molar. Die Aciditét betrug vor der 
Pyridinzugabe pu annihernd 7,5. Badtemp. 38°. Uber der Ver- 
suchslésung Luft; 10 Minuten vor der ersten Ablesung im Thermo- 
staten geschiittelt. Die Pufferldsung mit Pyridin und Hamin 
verbrauchte keinen Sauerstoff. 











240) L. Ahlstrém und H. v. Euler, 











18 mg Dioxyaceton in 2 ccm m/10-Na,HPO, 

nis 0,5 cem +- 0,5 cem + 8,2 mg Hamin |." Se ms Hamin 
: gnc “ +g: {2 0,5 cem Pyridin 
Puffer Pyridin jin 0,5 ccm Pyridin| +4 12mg KCN 

ecmm O, emm QO, cmm Q, ecmm Q, 

20 158,7 140,7 212,6 | 304 

40 275,3 265,7 389,8 646,8 

60 386,9 388,30 553,6 | 

65 | 600,5 

75 471,2 470,8 





Die Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit durch Hamin 
in Pyridin betragt, wie aus der Tabelle ersichtlich, rund 43°/,. 
Die Erhéhung durch KCN wiirde als eine Alkaliwirkung gedeutet 
werden miissen, die trotz des anwesenden Puffers eingetreten ist, 
was sich aber mit der Berechnung schwer in Einklang bringen 
laBt, so daB auch an die Bildung des Cyanhydrins zu denken ist. 








fiinuten — _ 


Fig. 2. 


Versuch 39. m/12-Glycerinaldehyd in m/10-Phosphat + 1/,..-m Hamin 
in Pyridin mit und ohne KCN. 


Die Glycerinaldehydlésung, deren px zu 7,9 bestimmt wurde, 
wurde mit Hamin in Pyridin versetzt. Sie war in Bezug aut 
Pyridin 20°/,ig, auf Phosphat #/,.m. Fir den KCN-Versuch 
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wurden 1,2 mg KCN zur fertigen Probel6sung gegeben. Bad 38°, 
Fillung des Gasraumes zur Vermeidung von Umsetzung des KCN 
durch Luft. Pufferldsung in Pyridin—Hiimin verbrauchte in 
85 Minuten 7,5 mm? Sauerstoff. Sonstige Bedingungen: pu = 7,9. 
Die Zahlen der folgenden Tabelle geben den absorbierten Sauer- 
stoff m Kubikmuillimetern an. 











18 mg Glycerinaldehyd 
Min in 2,5cem | in 2cem m/10- in page or 10- at 
or . Nay TLE vorhergehen 
(0- | Na,HP ; M2 ws & 
fag . Pa m — te i + 8,2 mg Hémin + 1,2 mg 
Na,HPO, = + 0,5 cem Pyridin jn 0,5 ecm Pyridin KCN 
20 86.3 28 | 153,5 259 
40 170,4 | 73,1 | 278,5 525,¢ 
60 262,7 136,2 383,7 
85 383 228,9 494, 1 





Die Oxydationsgeschwindigkeit der untersuchten Glycerin- 
aldehydlésung wird durch Himin (Hamatin) 


gegeniiber der Pufferldsung um 29°/,, 
gegeniiber der Pyridinlésung win 115°/, 
cesteigert. 

Der Zusatz von 1,2 mg KCN ruft, wie Spalte 5 zeigt, eine 
wesentliche Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit hervor. Da 
in Gegenwart von KCN die Pt-Elektroden vergiftet werden und 
die px-Kontrolle somit erschwert ist, ist es nicht ausgeschlossen, 
daB ein Teil dieser Beschleunigung auf Rechnung einer kleinen 
Alkalitatserh6hung zu setzen ist. Die Oxydationsfiihigkeit des 
Cyanhydrins soll noch untersucht werden. Daf iibrigens durchaus 
nicht alle von Hamin katalysierten Oxydationen HCN-hemimobar 
sind, geht schon aus Befunden von M. fh. Robinson!) uber die 
Himinoxydation des Leindls hervor. 


Versuch 41. m/12-Glycerinaldehyd in m/10-Phosphatpuffer -+ 20°), Pyri- 
din + 2-10-*-m Deuteroporphyrindimethylester bzw. 2:10-°-m Meso- 
haminester. 


Die Versuchsbedingungen sind dieselben wie in Versuch 38. 


1) M. E. Robinson, Biochemic. J. 18, 255 (1924). — Eine Reihe, 
weiterer Oxydationen ungesattigter Fettsiuren, ebenfalls ohne HCN-Hemmung 
haben auch Kuhn u. K. Meyer, Diese Z. 185, 193 (1929), beschrieben. 
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18 mg Glycerinaldehyd -- 2,0 com m/10-Na,HPO, 

Min. ren ee 0.5 -~ 0,5 ccm Pyridin + 0,5 cem Pyridin 

ccm +- Ovo ccm oO > 
mvt Pp di 7,8 mg + 6,8 mg Deutero- 
ee ——— Mesohaminester porphyrinester 

20) 1LO8,1 110 137 15 
40) 243 262 320 6S 
60 344 390 487 86 
SU 433 508 651 100 
100 530 642 127 





Mesohiminester ohne Glycerinaldehyd verbrauchte unter 
gleichen Bedingungen in 100 Minuten 41 mm? Q,. 


Versuch 42. m/12-Dioxyaceton in m/10-Na,HPO, + 20°/, Pyridin 
m/200-Ferrosulfat -|- m/200-Ferrisulfat; -- m/200-Mesohaminester. 
Das Kisensulfat wurde in fester Form der Glycerinaldehyd- 
phosphatlésung zugegeben und vor der Pyridinzugabe und dem 
Sauerstoffeinleiten 10 Minuten stehen gelassen. Der Mesohim 1- 
ester wurde in Pyridin gelost. Ferrosulfat ohne Dioxyaceton ver- 
braucht unter gleichen Verhaltnissen keinen Sauerstoff. 











IS mg Dioxyaceton in 2cem m/10- Nay sHPO, + 0,5 ecem Py ridin 
Min. AR: NY ah A oa iste 
as iain ante | 7,8 mg Meso- + 3,5 5 mg + 5 mg 
ries haminester FeSQ,- 7H, 20° Fe,(SO,), 
mm’ O, | cmm QO, cmm 0, emm O, 
20) 200,6 | 198 301 182 
40 341 390 557 | —- 348 
' nach 51 Minuten | nach 46 Minuten 
60 494 | 526 646 | 532 





Die Steigerung der Oxydation des Dioxyacetons, welche mit 
Mesohaminester erreicht wird, erreicht ke inen hoheren Betragals 22° 
Wir verdanken die Porphyrine Herrn Geheimrat Hans Fischer. 

Ks ist auch versucht worden, ob die Metallspuren, welche in 
den Reaktionsmischungen aus Glycerinaldehyd, Pyridin und 
Puffer enthalten sind, durch Porphyrine gebunden und dadurch 
aktiviert werden kénnen. Die bis jetzt in dieser Richtung an- 
gestellten Versuche haben ein negatives Ergebnis gehabt. Durch 
Zusatz von Deuteroporphyrinester wurde keine ausgesprochene 
Oxydationssteigerung erzielt und auch bei gleichzeitigem Zusatz 
von Ferro- oder Ferrisulfat wurde kein starker Oxydation>- 
katalysator erzeugt. 
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Bei Zusatz von Ferrosulfat, 2-10-*-m wird indessen die Hem- 
mung, die durch Deuteroporphyrinester eintritt, wieder aufgehoben. 
Dies kénnte immerhin darauf hindeuten, dab die Deutero- 
porphyrinester-Hemmung auf emer Bindung von katalysierendem 
Metall beruht. Siehe hierzu auch Versuch 45 mit Mesoporphyrin. 


Versuch 44, m/12-Glycerinaldehyd in m/10-Phosphat -}- 20°), Pyridin mit 
1. 2:10-*-m Ferrosulfat; 2. 2:10-*-m Hamin; 3. 2:10-*-m Hamin + 
2:10-*-m Ferrosulfat; 4. 2:10-*-m Hamin +- 2-10-°-m Ferrisulfat. 

Die Eisensalzl6sungen wurden eine Stunde vor der Zugabe 
zur Triosenlésung bereitet. Ubrige Bedingungen wie gewohnlich. 

















18 mg Glycerinaldehyd +- 2cem Phosphatmischung -+- 0,5ceem Pyridin 
Min mit 8,2 mg = mit 8,2 mg 
emel ohne mit 8,2 mg mit 3,5 mg Héimin Hamin 
Zusatz Hamin Ferrosulfat + 3,5 mg _ + 2 mg 
Ferrosulfat |= Ferrisulfat 
mm? QO, mm? QO, mm? QO, mm? O, mm’ O, 
20 106 161 213 185 157 
40) 226 330 | 430 373 | 325 
60 341 493 | 628 555 | 490) 
700} 
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Ergebnis: Steigerung der Oxydationsgeschwindigkeit durch: 
Ferrosulfat ....... . 82%, 
Ferrosulfat + Hiimin . . .  62°/9 
Hiimin (Himatin) . . . . . 45°/) r 
Hamin + Ferrisulfat. . . . 44/9. L 
] 
Versuch 45. m/12-Glycerinaldehyd in m 10-Phosphatpuffer + Pyridin € 
mit '/,,,-m Mesoporphyrinchlorhydrat und '/.,..-m Mesoporphyrinchlor- 
hydrat ++ !/,,.-m Ferrosulfat. 
Mesoporphyrinchlorhydratlésung in Pyridin wie in den Héminver- 
suchen. Die Mischung mit Ferrosulfat wurde 1 Stde. vor der Zugabe 
von Glycerinaldehydlésung fertiggestellt und kurz vor dem Sauer- 
stoffeinleiten mit dieser versetzt. Bedingungen sonst wie gewohnlich: 
18mg Glycerinaldehyd in 2ccm m/10-Na,HPO, + 0,5 cem Pyridin 
Min. oe ao + 7,5 mg Mesoporphyrin- 
r + ty g Mes rin- 
hn het ORe—ee—EeEEe chlorhydrat 
chlorhydrat +. 3,5 mg Ferrosulfat 
mm O, | mm QO, | mm? O, ‘ 
20 123,1 | 46,° 113,4 : 
40) 257 | 91,5 | 247,5 : 
50 317 | 101,3 295,4 c 
60 385, 1 | 120 342,4 ) 
SO 513,5 155,2 455,2 i 
LOO 632.7 186.7 598.5 | 
cert RNR $$$ ———j | 
: J | 
| Y 
“400 ( 
( 
( 
if 
| 
0G = =0 ww & EC 100 | 
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Anhang. 


Brenztraubensdure, Phosphatpuffer und Ferrosulfat. 

Die m/5- bzw. m/10-Pyrovinatlésung wurde durch Verdiinnen von 
m/2,5-Pyrovinatlésung hergestellt. Diese wurde durch Neutralisieren von 
m/1,25-Brenztraubensaure mit m/1,25-NaOH erhalten. Die Lésungen wurden 
1 Tag vor der Anwendung hergestellt; Ferrosulfat wurde vor dem Sauerstoff- 
einleiten in fester Form zugefiigt; im iibrigen die tiblichen Bedingungen. 








5 ecm m/5-Pyro- 
vinatlésung in 5 cm? m/10-Pyrovinatlésung 
m/20-Phosphat- in m/20-Phosphatmischung 
Minuten mischung 
: p= 94 J PH = 8,45 
ohne Zusatz ohne Zusatz +- 7 mg Ferrosulfat 
emm QO, cmm QO, | emm QO, 
20 61 | 105,8 
40 100 | 130.8 
60 130 2,7 | 135,6 
80 149 4,5 | 136,8 
100 165 8,4 139,4 








Die Oxydationsgeschwindigkeit, die bei der m/5-Pyrovinatlésung etwa 
3mal so groB ist wie die einer entsprechenden Fructoselésung, nimmt mit 
der Zeit etwas ab, hauptséchlich unter dem EinfluB des gebildeten Alkali- 
carbonates, das die Alkalitat erniedrigt; mit m/200-Hamin wurde keine 
Steigerung erzielt. Die Empfindlichkeit gegen anorganische Fe-Katalysatoren 
ist hoch. Wir wollten dies feststellen in Riicksicht auf die Spaltbarkeit der 
Brenztraubensaure durch ultraviolettes Licht, welche der eine von uns!) vor 
langer Zeit gefunden hat und die von modernen Gesichtspunkten aus eines 
erneuten Studiums bedarf. 

Zusammenfassung. 

Als Ergebnis dieser orientierenden Messungen, die mit anderen 
Fe-Katalysatoren und ihren Aktivatoren weiter gefiihrt werden 
sollen, méchten wir hervorheben, daB die Sauerstoffzehrung 
(oxydative Atmung) des Methylglyoxals (dargestellt nach Hermann 
O. L. Fischer) unter den untersuchten Bedingungen sehr erheblich 
geringer ist als diejenige des Dioxyacetons und des Glycerinaldehyds. 
Sofern also unter den Abbauprodukten der Hexosen einer der 
genannten drei Stoffe als Atmungssubstrat in der lebenden Zelle 
eine Rolle spielt, diirfte es nicht die hier untersuchte Form des 
Methylglyoxals sein (sofern nicht ein ganz anderes Katalysatorsystem 
als ein Kisenporphyrin in Betracht kommt). Auf die Mannigfaltig- 
keit der vielen theoretisch méglichen Methylglyoxalformen hat 
Neuberg bereits aufmerksam gemacht. AuBerdem kann aus 
Hexosephosphaten eine besondere Methylglyoxalform entstehen. 





1) Euler, Diese Z. 71, 212 (1911). 











Uber «- und /-Carotin. 
Von 


Richard Kuhn und Edgar Lederer. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1931.) 


Aus der Erkenntnis, daB im Farbstoff der Karotte ein Gemisch 
von mindestens 2 Kohlenwasserstoffen vorliegt!), ergibt sich die 
Aufgabe, das Mengenverhaltnis der Carotinkomponenten in Pripa- 
raten moéglichst verschiedener Herkunft zu prifen. Das Ergebnis 
der vorliegenden Untersuchung ist, da das Verhaltnis «-Carotin 
zu /-Carotin in weiten Grenzen schwankt. Aus einer Reihe von 
Pflanzen wurde nur optisch inaktives /-Carotin gewonnen. Da- 
gegen ist uns noch keine Pflanze in die Hinde gefallen, die aus- 
schlieBlich die aktive «-Komponente enthilt. 

Bei der Priifung krystallisierter Carotinpraparate verschiedener 
Herkunft hat sich unsere friihere EKrfahrung bestatigt, daB die 
Absorptionsbanden mit zunehmendem Drehungsvermégen kurz- 
welliger werden. Hiner Zunahme des Drehungsvermégens um 
380—40° (in Benzol) entspricht eine Verschiebung der Banden um 
1 my (in Schwefelkohlenstoff) nach dem Ultraviolett, wie es nach 
den Eigenschaften der reinen Komponenten zu erwarten ist: 


a-Carotin [a]%@ = 365 + 5° 511 mp, 
B-Carotin [a]2§ =- 0° 521 mu. 


Spektroskopische und polarimetrische Analyse fiihren in 
allen untersuchten Fallen zu nahe iibereinstimmenden Ergeb- 
nissen. Bei den abgerundeten Zahlen der Tab. 1 ist zu _beriick- 


‘) R. Kuhnu. E. Lederer, Naturw. 19, 306 (17. Febr. 1931); R. Kuhn 
u. E. Lederer, B. 64, 1349 (18. Marz 1931); P. Karrer, A. Helfenstein, 
H. Webrli, B. Pieperu. R. Morf, Helvet. chim. Acta 14, 618 (31. Marz 1931); 
O. Rosenheim u. W. W. Starling, Meeting Biochem. Soc. Oxford, 16. Mai 
1931. 
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-ichtigen, daB bei der Krystallisation der Praparate eine geringe 
Anreicherung des schwerer ldslichen /-Carotins stattgefunden 
haben kann. Auch ist es denkbar, daB in den Mutterlaugen, aus 
denen kein krystallisierter Farbstoff mehr zu erhalten war, Zer- 
-etzungsprodukte vorwiegend der einen oder der anderen Kom- 
ponente verlorengingen. 


Tabelle 1. 


a-Carotingehalt verschiedener Carotinpraparate. 








Aus griinen Blattern Aus anderem Material 
Kastanien ....... . 25%, Karotten . . .... . 10—20°/, 
BrennesselIn . . . ... . O0°/) Vogelbeeren . eicere a 15°/, 
ee eee 0°/o Paprika. . . _ 0°/, 
a rr ay | Ovarien. ....... 0°/, 


Die optische Aktivitét des Carotins aus Karotten, Vogel- 
beeren und Kastanienlaub ist in unserer ersten Mitteilung be- 
schrieben.!) In der zweiten Mitteilung?) wurde auf das Fehlen 
von «-Carotin in Brennesseln und Spinat aufmerksam gemacht, 
doch hatte das Ausgangsmaterial in getrocknetem Zustand schon 
lingere Zeit gelagert, so daB eine teilweise Zersetzung, vor allem 
des «-Carotins, denkbar erschien. Die erneute Verarbeitung von 
sanz frischem Sommerspinat und von jungen frischen Brennesseln 
hat aber wiederum nur /-Carotin geliefert. Da die Genauigkeit 
der polarimetrischen Ablesungen |«|%5 =-+ 5° erreicht, ist in den 
Priparaten, fiir die wir 0°/) «-Carotin angeben, nicht mehr als 
1,5°/, dieses Farbstoffes enthalten. 

Nach den Untersuchungen von R. Willstatter und 
A. Stoll§) ist in den Chloroplasten das Verhaltnis der Chloro- 
phyllkomponenten anné&hernd konstant (Chlorophyll a:Chloro- 
phyll b, ungefahr 3:1), ebenso das Verhaltnis Carotin: Xantho- 
phyll (1:14/,—2). Der Anteil des «-Carotins am gesamten Carotin 
ist aber nach unseren Beobachtungen in den griinen Bliattern 
verschiedener Pflanzen stark verschieden. Es bedarf der Analyse 
weiterer Pflanzen unter Beriicksichtigung verschiedener Vege- 
tationsbedingungen, um die Schwankungen des Quotienten 


1) Naturw. 19, 306 (1931). 
*) Ber. chem. Ges. 64, 1349 (1931). 
3) Untersuchungen iiber Chlorophyll, Berlin 1913, S. 99ff. 
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¢-Carotin: 6-Carotin kennenzulernen und die etwaige physiologische 
Bedeutung dieses Quotienten zu erOrtern. 

Carotin aus Ovarien von Kiihen, das zuerst R. Willstatter 
und H. H. Eseher?) isoliert haben, erwies sich bei erneuter Dar- 
stellung sowohl spektroskopisch wie polarimetrisch als /-Carotin. 
Ks ist wahrscheinlich, daB dies mit der Fitterung zusammen- 
hiingt, da uns die hauptsichliche Carotinquelle der Kuh, namlich 
das Gras, ebenfalls nur optisch inaktives Carotin geliefert hat. 
Der Farbstoff des Corpus luteum diirfte ebenso wie der Dotter- 
farbstoff des Hiihnereies*) ohne chemische Umwandlung dem 
Pflanzenreich entstammen. 


Tabelle 2. 


Schmelzpunkte, Elementaranalysen, Absorptionsbanden und 


Drehungsvermégen von f#-Carotinpraiparaten  verschiedener 
; Sa) 























Herkunft. 
— Schmp. Gef. °/, C] Gef. °/, H Abs.-Banden [a] @G in 
(korr.) (89,48) (10,52) in CS, (mp) | Benzol 
Gras. . . . . | 180,5—I181°] 89,36 10,65 521 | 486 +. 0° 
Brennesseln . . | 180 —181° 89,53 10,70 521 | 485 + (9° 
Spinat . . . . | 181 —182° 89,31 10,49 521 | 486 0° 
Paprika. . . . | 178 —179°] 89,63 10,40 521 | 486 ()° 


Fiir die Darstellung von reinem «-Carotin durch Fraktionie- 
rung des Karottenfarbstoffs durch Jod fiihren wir im Versuchsteil 
ein ausfiihrliches Beispiel an. Das «-Carotin wird weiterhin durch 
quantitative Angaben uber Loéslichkeit, Abhangigkeit des Drehungs- 
vermogens vom Lésungsmittel u. a. naiher charaekterisiert. Das von 
P. Karrer*®) durch Krystallisationen erhaltene Carotin mit 
[a|i° =+ 136° kann dem Drehungsvermégen nach nur gegen 
40°/, «-Carotin enthalten. In Ubereinstimmung damit waren die 
Absorptionsbanden nur 3 my (statt 10 my) kurzwelliger als die 
von /-Carotin.4) Abbauversuche mit solchen Gemischen®) kénnen 
wohl keine sichere Grundlage fiir die konstitutiven Verschieden- 
heiten der Carotinkomponenten erbringen. 


') Diese Z. 83, 198 (1913). 

2) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 

3) Helvet. chim. Acta 14, 614 (1931). 

4) Die Angabe a.a.0O., S. 616: ,,Die £-Carotin-Absorptionsbanden sind 
etwas kurzwelliger‘‘, beruht offenbar auf einem Versehen. 

5) P. Karrer u. R. Morf, Helvet. chim. Acta 14, 833 (1931). 
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Experimenteller Teil. 


6-Carotin aus Ovarien. 

300 Ovarien von Kiihen, die unter 70°/,igem reinem Sprit 
gesammelt waren, wurden abgepreBt und durch das feinste Sieb 
ciner Fleischmaschine getrieben. Nach 24stiindigem Stehen unter 
absolutem Alkohol wurde erneut abgepreBt und der Farbstoff mit 
} Liter Petrolither (Siedep. 830—50°) unter 6fterem Umschiitteln 
extrahiert. Nach 2 Tagen wurde abgenutscht, mit 3 Liter Petrol- 
iither nachgewaschen und unter CO, auf 11/, Liter eingeengt. 

Zur Verseifung versetzten wir mit 150 cem 5°/,iger alkoho- 
lischer Kalilauge und 300cem absolutem Alkohol. Aus der homogenen 
Losung schied sich iiber Nacht ein farbloser Niederschlag ab. Das 
Miltrat wurde durch etwas Wasser entmischt, wobei auffallender- 
weise ein groBer Teil des Farbstoffs in die untere Schicht ging. 
Aus der Petrolither- und aus der Alkoholsehicht wurde durch 
Versetzen mit dem halben Volumen <Aceton die Hauptmenge 
der Phosphatide gefillt. Nach dem Abzentrifugieren lic sich 
auch der in den Alkohol wbhergegangene Iarbstoff durch Ent- 
muschen leicht in Petrolither tiberfiihren. Xanthophylle waren 
hdchstens in Spuren vorhanden. 

Die beiden carotinhaltigen Petrolitherldsungen wurden im 
Vakuum auf 80 cem eingeengt und so lange mit 90°/jigem Methanol 
vusgeschiittelt, bis das Carotin sich in glitzernden Krystallen aus 
dem Petrolaither ausschied. Kine weitere Krystallisation wurde 
durch Abkithlen der: Petrolaitherldsung auf —20° erhalten. Nach 
cimmaliger Krystallisation aus Benzol-Methanol lagen 7 mg /}-Caro- 
tin vom Schmelzp.,178—180° (korr., Berl) vor. Krystallform, 
A\bsorptionsbanden (524, 486,5 mw in CS,) und polarimetrische 
Priifung ([a|25 = 0,00 +-.0,01°, c¢ = 0,104, 12) zeigten mit 
/-Carotin vollkommene Ubereinstimmung. Das krystallisierte 
Priparat diirfte dem Drehungsvermégen nach nicht mehr als 1°/, 
z-Carotin enthalten. Die Mutterlauge der Krystalle zeigte als 
Schwerpunkte der Absorptionsbanden 518,5 und 484 my (CS). 


/-Carotin aus Gras und Spinat. 

850 g bei 45° getrocknetes Wiesengras, erste Mahd, wurden 
tein gemahlen und tiber Nacht mit 3 Liter Petroliither (Siedep. 30 
bis 50°) extrahiert. Der Auszug wurde unter CO, auf 1 Liter 
vingeengt und in der bei den Ovarien beschriebenen Weise ver- 
cift und entmischt, wobei in beiden Schichten viel farblose Begleit- 


Houppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CU. 17 
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stoffe ausfielen. - Die Petrolatherschicht trennten wir vom Nieder- 
schlag in der Zentrifuge und engten im Vakuum auf 150 cem ein. 
Dabei fiel eine weitere Menge von farblosen Begleitstoffen aus. 
Das Filtrat wurde mit dem gleichen Volumen absolutem Alkoho! 
versetzt, worauf sich bei — 20° ein rotbrauner Niedersechlav 
abschied, der die Hauptmenge des Farbstoffs enthielt.4) Nach 
Smaligem Auskochen mit Methanol wurde mit 8 ¢cem_ Petrol- 
iither digeriert und aus Benzol-Methanol umkrystallisiert. Wir 
erhielten 15 mg violettglinzende grobe Krystalle von /-Carotin, 
deren Kigensehaften in Tab. 2 verzeichnet sind. 

Frischer, im Freiland gewachsener Spinat wurde in genau 


sleicher Weise verarbeitet. Infolge der gréBeren Menge farbloser 
Begleiter war die Ausbeute viel geringer als frither*), doch stimmten 


die Schwerpunkte der Absorptionsbanden (521, 486 maw CS.) und 
[ale = 0,00 -+- 0,019 (¢ = 0,15°/,, 1 = 2) des krystallisierten Prii- 
parats wiederum auf /-Carotin. 


6-Carotin aus Brennesseln. | 
Aus 500g Brennesselmehl erhielten wir nach R. Willstitter und 
W. Mieg in schén krystallisierter Form 
1. Fraktion 30 mg, Schmelzp. 180 —I81°, 521 485 my, 
2. Fraktion 40 mg, - 179,5—180,5°, 521 485,5 my, 
3. Fraktion 20 mg, " 178 —180°, 520,5 485 my. 
Die Angaben der Tab. 2 beziehen sich auf die 1. Fraktion. 

Keimes der 3 Priparate lef in 0,1°/,iger Benzoll6sung im 
2-dm-Rohr optische Aktivitiit erkennen. Die Mutterlauge der 
dritten I’raktion zeigte nach Ausschiitteln mit 90°/jigem Methano! 
nur noch ein unscharfes Spektrum: 515, 483 my (CS,). 


(-Carotin aus Paprika. 
Min Rohprodukt, das wir der Freundlichkeit von Herrn 
LL. Zechimeister’) verdanken, zeigte die Sehwerpunkte der 
Absorptionsbanden 521, 485 my (CS,) und lieB in Benzol (¢ = 0,1° 9. 
| 2) keme Drehung der roten Cadmiumlinie erkennen. Durch 
mehrfache Krystallisation aus Benzol-Methanol wurde ein farb- 


') Der Farbstoff der Mutterlauge zeigte in CS, 516, 482,5 my, doch konnte 
keine weitere Krystallisation erzielt werden. 

*) B. 64, 1349 (1931) u. zwar S. 1354f.; aus 10 kg frischem Winter- 
spinat (1,7 kg 'Trockengewicht) hatten wir 40 mg 6-Carotin vom Schmelzp. 1s! 
bis 182° isoliert. 

%) L. Zechmeister u. L. von Cholnoky, Liebigs Ann. 455, 70 (1925) 
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loser, optisch inaktiver Begleitstoff entfernt und das Priiparat 
der Tab. 2 erhalten.?) 

Trotz Tfacher Irystallisation war der Schmelzpunkt nicht 
liber 178—179° zu bringen. Auch zeigte sich bei der Adsorption 
an Fasertonerde, da 5—10°/, eines Carotins beigemengt waren, 
das deutlich leichter adsorbiert wurde als /-Carotin, von diesem 
aber spektroskopisch verschieden war: 518, 454, 452 my (CS,). 
(im eme Beimengung von ¢-Carotin kann es sich nicht handeln, 
da dieses schwerer adsorbierbar ist und sich auch durch das 
Drehungsvermoégen verraten hiitte. 


Spektroskopische Priifung des Carotins aus Blattkeimen 
und immergriinen Pflanzenteilen. 

Das frisch gesammelte Material wurde fein zerschnitten und 
mit Aceton extraliert. Nach Zusatz von Benzin wurde durch 
Wasser entmischt und die Benzinlésung bei Zimmertemperatur 
durch éthylalkoholische Kalilauge verseift.. Durch Waschen mit 
Wasser und 90°/,igem Methanol wurde die Carotinfraktion ge- 
reingt und das Absorptionsspektrum nach dem Verdampfen des 
Benzins in Schwefelkohlenstoff beobachtet. 


Mais, 3 Tage alte Keime, etwa 5cm lang . . §18 4845 
Gerste, 2 Tage gekeimtes Griinmalz, 3—5em lang 517.5 — 485,5 
toBkastanie, Blattknospen, 2—3em lang ... . 517 48-4 
Holunder, Blattknospen, bis 8em lang .... . 519 485 
Kfeublatter, tiberwintert .......:.... «517 482 
Pinusnadeln, iiberwintert . . . . . ~..-.. 8165 483,5 


Nach diesen Beobachtungen diirfte in allen untersuchten 
lillen #-Carotin tiberwiegen. 


Fraktionierung eines Carotingemisches durch Krystallisation. 

Kin analysenreines Farbstoffpriiparat (0,855 ¢) aus Karotten 
wurde in 100 cem eines warmen Gemiusches von Benzol-Methanol 
5:1 gelést. Beim Erkalten krystallisierte Fraktion 1 aus, auf 
/usatz von 80 cem Methanol Fraktion 2, durch weiteren Zusatz 
von 20 cem Methanol und Abkihlen auf 15° Fraktion 3. Die 
4. Fraktion wurde durch Uberfiihren des in der Mutterlauge ent- 
haltenen Carotins in Benzin, Verdampfen und Umkrystallisieren 
erhalten. 

Die folgende Ubersicht laBt erkennen, da’ bei der Fraktionie- 
rung die optische Aktivitét erhalten bleibt, so daB das Produkt 


') Praparat 6 aus Ber. chem. Ges. 64, 1860 (1931). 


| ie 
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ad / Co 


der entsprechenden Produkte fir die einzelnen Fraktionen (70,5) 
nahe uberemstimmt. 


\a|4 * g Substanz fiir das Ausgangsmaterial (72,7) mit der Summe 








Carotin g Subst. [a] 29 [ ce] ca * & Subst. 
Gemisch ...... O855 1 §§5° 12,7 
I. Fraktion ..... 0.090 1 65° 5,9 
Zz. a Vea eer 0,560 + 75° 42.0 
3. ‘5 ee ae ae O,135 | 100° 13,5 
4, Bas a 0,055 | 170° 9.4 








Mine Umlagerung der Komponenten ineinander findet somit 
unter diesen Bedingungen nicht statt. Is ist uns auch durch 
langdauerndes IWKochen der Lo6sung in Essigester, durch Zusatz 
von Jod und dureh Belichten bisher nicht gelungen «-Carotin in 
/-Carotin wberzufiihren. 


Darstellung von «-Carotin nach dem Jodverfahren. 
1. Jodidfallung. 620 mg Carotin aus Karotten von 
la] 135° (Benzol), durch fraktionierte Krystallisationen 
gewonnen, wurden in 800 cem Benzin (Siedep. 7——80°)  gelést 





und auf 10° gekithlt. Unter starkem Rihren tropften wir 
sO me Jod (ber. fir 400 mg f-Carotin) in 150 cem Benzin zu. 


Wir filtrierten das ausgefallene Jodid rasch ab und schiittelten 


das Filtrat mit 100 cem Thiosulfatldsung gut durch. Daraut 


wurde die Benzinl6sung nn Vakuum verdampft und der Riick- 
stand aus Benzol-Methanol umkrystallisiert. Wir erhielten 240 1: 
Farbstoff von [a] =-+ 200° (Benzol), die zur 2. Jodidfillung 
in 400 cem Benzin mit 50mg Jod (ber. fiir 110 mg f/-Carotin 
in 100 cem Benzin ber — 10° versetzt wurden. In der bei der 
1. Jodidfaillung eben beschriebenen Art erhielten wir 110 mg 
Carotin von [a]é4 =-+ 800°. 

3. Jodidfaillung. Dieses Priparat wurde in 200 cem Benzin 
celOst und wie oben mit 18 mg Jod (ber. fiir 45 mg f-Carotin) in 
30 cem Benzin gefallt. Aus dem Filtrat isoherten wir 80 meg 
g-Carotin von [a]é) = (+ 0,649 « 100):(0,094 « 2) =+ 340°. 

4. Jodidfallung. Der eben erhaltene Farbstoff wurde in 
100 cem Benzin gelést und mit 6 mg Jod (ber. fiir 15 mg f-Carotin 
in 15 eem Benzin tropfenweise versetzt. Das im Filtrat des Jodids 
enthaltene ¢-Carotin krystallisierte aus Benzol-Methanol _ in 
kupferghinzenden, beiderseitig zugespitzten Prismen (60 mg). 











wu 











Uber «- und f-Carotin. 


aren (-+- 0,55° 100): (0,078 2) - 353°, 
[a]e4 (+- 0,649 « 100): (0,088 >< 2) + $649, 


Dieses Priparat schmolz nach 38maliger Krystallisation bei 
17+,5—175,5° (korr., Berl). Der Mischschmelzpunkt mit /-Carotin 
(181—182°, aus Brennesseln) ergab eine Depression auf 169,5 
bis 171°. 





Zahl de1 Carotin (mg) | [a] (Benzol) Schwerpunkte der Banden 
Jodfallungen in Schwefelkohlenstoff 
0) 620 | + 135° 517 454 
] 240 I 2009 514.5 480 
2 110 - 300° 513 479 
3 80 + 340° 512 478 
4 60 360° 511 475 











Autoxydation von «- und /-Carotin. 

Die Gewichtszunahme beider Farbstoffe wurde in Platin- 
schiffehen im luftgefiillten Exsiceator ohne Trockenmittel bet 
/immertemperatur verfolgt. Das «-Carotinpriaparat vom Schmelz- 
punkt 170—171° besaB [a]éi; =+ 335°, das aus Brennesseln 
sewonnene /-Carotin war inaktiv und schmolz bei 180—181°. 











Tage w-Carotin (-Carotin 
‘ 90 | 90 
7 1,2°/, 1 ,2°/, 
17 12,5°/, 12,5°/, 
mt mat } 
58 33,6°/, 36,1°/, 
72 34,3°/, 36,3°/, 


Man erkennt, daB die Autoxydationsgeschwindigkeit von 
z- und #-Carotin fiir die gepriften Praparate nahezu gleich ist. 
Da es sich um katalytische Reaktionen handelt, kann das Hr- 
vebnis zufallig sein. R. Willstatter und W. Mieg!), sowie 
ll. H. Escher?) fanden als mittlere Gewichtszunahme des natiir- 
lichen Carotingemisches in Luft und Sauerstoff 34,5°/,, was mit 
unseren Beobachtungen gut ubereinstimmt. 


Loslichkeit von «- und /-Carotin. 
Die fiir den Autoxydationsversuch verwendeten Priiparate 
wurden in n-Hexan warm gelést und auf 0° gekiihlt, wobei Krystalli- 


1) Liebigs Ann. 355, 1 (1907). 
2) Promotionsarbeit, E.T. H., Ziirich 1909. 
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sation cintrat. Die colorimetrische Bestimmung der Mutterlaugen, 


die nach 1 Stunde abgetrennt wurden, ergab in 1 cem: 
2.94 mg «-Carotin, 1,09 mg /-Carotin. 
Das Verhiltnis der Loéslichkeiten ist danaech annahernd 
Von einem ¢-/-Carotingemisch von |a|e) =+ 80° lésten = sich 
1.70 mg in 1 cem Hexan bei 0°. 


Einflu& der Konzentration und des Losungsmittels 
auf das Drehungsvermogen. 
Nach den folgenden Messungen ist das Drehungsverméven 
g-carotinhaltiger Carotinpriparate in Benzol von der Konzen- 
tration im Bereich 1:8 praktisch unabhingig: 


[a|e5 (-+- 0,799 « 100): (0,155 2) |. 255°, 
[a}é.5 (+ 0,39° x 100): (0,0775 x 2) =+ 252°, 
[a]25 (+ 0,19° x 100): (0,0388 x 2) =-+ 245°, 
a |2,° (-- 0,109 100): (O,OL94 x 2) 1. 258°. 





Durch Weehsel des Losungsmittels wird das Drehungs- 
vermogen beeinfluBt. Doch sind die Anderungen nicht allzu grof. 


[uias (-+- 0,22 « 100): (0,058 x 2) 190° (Schwefelkohlenstoff), 
[a]25 (-+- 0,809 100): (0,086 > 2) 175° (Benzol), 

[a]25 (-+ 0,269 « 100): (0,074 > 2) 175° (Pyridin), 

[aJo5 (+- 0,269 « 100): (0,086 x 2) - 150° (Chloroform). 


ine Bezichung zur Lage der Absorptionsbanden in diesen 
Losungsmitteln besteht imsofern, als die Banden in Schwefel- 
kohlenstoff am Janewelligsten, in Chloroform am = kurzwelligsten 
liegen. In Benzol und Pyridin differieren jedoch trotz gleichen 
Drehungsvermégens die Absorptionsbanden erheblich. 


Schwefelkohlenstoff. . . 5138 479 Senzol. . ...... 493 #460 
Pyridin. ....... 498 464 Chloroform. . . . . . 493 9 466 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir di 
Uberlassung von Apparaten den besten Dank aus. 











«-Carotin aus Palmédl. 
Von 


Richard Kuhn und Hans Brockmann. 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Juli 1931.) 


Der Farbstoff des roten Palméls, den A. H. Gill!) spektro- 
skopisch untersucht und T. Moore?) in kleiner Menge krystalli- 
siert erhalten hat), stimmt mit dem Carotingemisch aus Karotten 

im Spektrum und in der Wachstumswirkung an A-Vitamuin-frei 
ernihrten Ratten’) nahe tberein. Wir haben das Carotin des 
Palmo6ls néher untersucht und festgestellt, daB es von allen 
hisher in der Natur aufgefundenen Carotingemischen 
die starkste optische Aktivitaét zeigt. Drei versehedene 
Sorten von Lagos-Palmol, die verarbeitet wurden, haben Iimal 

in umkrystallisierte Priparate mit folgenden HKigenschaften gelhefert : 





png [a]25 Absorptionsbanden 
JUNK _ 
oa (Benzol) (( S,) 


Lagos-Palm6l Carotingehalt 
a o : 
von (color.) 
Sunlight. .... 0,067°/, 164° t 152° 516 480 
Thomas ..... 0,110°/, 167° +. 115° 517 481 
Reinler ... 0,086°/, 169° 4. 169° 516 48] 














Mlementaranalysen, die fiir das Palmol-carotin noch aus- 
standen, haben auf Cy )H;,. stimmende Werte ergeben. Xantho- 
phylle und Xanthophyll-ester waren nicht nachzuweisen. 

1) J. Ind. Eng. Chem. 9, 136 (1917); 10, 612 (1918). 
*) Biochemic. J. 23, 1267 (1929). 

3) 5mg vom Schmelzp. 162°. 

4) 0,01 mg pro Tag und Ratte bewirkten Wachstum. Uber Wachstums- 
versuche mit Palm6l siehe auch B. Ahmad, Soc. Chem. Ind. 50, 12 (1931). 
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Die optische Aktivitét des Palmol-Carotins beruht auf einen, 
Gehalt von 80—40°/, g-Carotin. Wir haben das «-Carotin aut 
einem neuen Wege in reinem Zustande dargestellt und vollkommen 
Ubereinstimmung mit ¢-Carotin aus Karotten gefunden: 





a ee Schmelzp. [0]2.2 (Benzol) Absorptionsbanden in 

: — (korr.) ~4tCd Schwefelkohlenstoff (my) 
Paim6l, . . . . s 174—175° + 363° 511 477 
Karotten, 3 174—175° + 360° 51] 477 











Das neue Verfahren zur Gewinnung von «-Carotin, 
das die fraktionierte Jodfallung und die Fraktionierung an Faser- 
tonerde an Hinfachheit iibertrifft, beruht auf der Beobachtune. 
da®B p-Carotin aus Benzin an Fullererde viel leichter adsorbiert 
wird als g-Carotin. Liegt ein Carotingemisch mit etwa 15°), 
g-Carotin vor, so braucht man nur in die Benzinlé6sung so lange 
ullererde eizutragen, bis nach colorimetrischer Kontrolle etwa 
90°), des Farbstoffs adsorbiert sind, und man erhalt durch Ein- 
engen des Filtrats unmittelbar reines «-Carotin in schon krystalli- 
siertem Zustand, dessen Konstanten bei Wiederholung der Adsorp- 
tion unverandert bleiben. 


Experimenteller Teil. 


Carotin aus Palmol. 


1 ke Lagos-Palmol, das nach colorimetrischer Bestimmung 
1,1 ¢ Carotin enthalt, wird mit 400 cem Benzin (Siedep. T0—80”) 
verriihrt, emige Zeit auf 15° gekihlt, zentrifugiert und der 
hellgelbe Riickstand (15—20°/,) mit tief gekithltem Benzin nach- 
gewaschen. 

Die tiefrote Lésung versetzen wir mit 2,5 Liter 10°/,iger 
methvlalkoholischer WKahlauge und erwérmen unter Rihren 
1/, Stunde auf dem Wasserbad unter Stickstoff, wobei alles klar 
in Loésung geht. Nach der Verseifung fiigen wir 1,5 Liter Benzin 
zu und entmischen mit 1,2 Liter Wasser. Kin Teil des Farbstoffs 
bleibt in der alkoholischen Schicht, die noch 2mal mit je 0,5 Liter 
Benzin ausgeschiittelt wird.?) 

Die vereinigten Benzinlésungen engen wir im Vakuum unter 
CO, auf 1 Liter ein, um mit 1 Liter 5°/jiger athylalkoholischer 


1) Dabei bleibt noch immer Farbstoff unten. 











“-Carotin aus Palmdl. 2D4 


Kalilauge die Verseifung in 12 Stunden bei Zimmertemperatur 
gu vollenden. Dann wird mit Wasser bis zur neutralen Reaktion 
cewaschen und 2mal mit 90°/,igem Methanol durehgeschiittelt. 

Aus der im Vakuum stark eingeengten Benzinl6sung scheiden 
sich auf Zusatz von Methanol 0,2 g Carotin in glitzernden Kry- 
tallen aus, die Mutterlauge liefert noch 0,1 g. 


Beim Umkrystallisieren aus Benzol-Methanol erhielten wir 120 mg Carotin 
vom Schmelzp. 166—167° (517 und 482 my) 


[a]e5 = (+ 0,159 x 100): (0,065 x 2) | 115° (Benzol) 


und 80 mg Carotin vom Schmelzp. 153° (515 und 480 my) 
[w]2° = (+ 0,319 x 100): (0,078 x 2) —+- 200° (Benzol). 


Das Praparat von [«]&9 =-+- 115° gab bei der Analyse: 3,430 mg Subst.: 
11,82 mg CO, und 3,305 mg H,0O. 


Cy Hs Ber. C 89,48 H 10,52 
Gef. ,, 89,22 », 10,76. 


Die aus der Mutterlauge krystallisierten 0,1 g schmolzen nach dem Um- 
krystallisieren bei 165° und zeigten 


[a]ag = (4+ 0,279 x 100): (0,094 x 2) =+ 145° (Benzol). 
Schwerpunkte der Absorptionsbanden: 515 und 480 my (CS,). 


Insgesamt war 14/, des colorimetrisch bestimmten Carotins 
8 [3 

zur Krystallisation zu bringen. Der nicht krystallisierende Farb- 
stoff absorbierte in CS, bei 506 und 474 my (unscharf). 


Fraktionierung durch Fullererde. 

0,36 ¢ Carotin aus Palmoél von [a]ia =-+ 150° wurden in 
500 cem Benzin (Siedep. 70—80°) gelost und soviel Fullererde 
(Ki. Merck) in kleinen Anteilen eingetragen (86 g), daB die Halfte 
des Farbstoffs adsorbiert wurde. Aus dem Filtrat krystallisierten 
nach dem Einengen auf Zusatz von Methanol zuerst 68 mg Carotin 
mit 511,5 und 477,5 my, dann 40 mg Carotin mit 511,5 und 
477,5 mu (CS,). Die beiden Fraktionen wurden gemeinsam um- 
krystallisiert, wobei wir ein Praparat vom Schmelzp. 170—171° 
(512 und 478 my) und {[aléi = (+ 0,589 « 100):(0,091 x 2) - 
+- 319° (Benzol) erhielten. 40 mg davon wurden erneut mit 
Fullererde fraktioniert, so daB 4/, des Farbstoffs aufgenommen 
wurde. Das Filtrat lieferte uns 20 mg reines g¢-Carotin vom 
Schmelzp. 174—175° (korr., Berl). 


[o1]23 = (+ 0,82° x 100): (0,113 x 2) =+ 363° (Benzol). 
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0,90 ¢ Carotin aus Karotten von [«|é; =-+ 100° wurden in 
2 Liter Benzin gelést und zur Halfte an 193 g Fullererde adsorbiert. 
Aus dem Filtrat erhielten wir 2 Carotinfraktionen: 
156 mg [a]25 (+ 0,49° 100): (0,085 « 2) =+ 290°, 
45mg [a]&®5 = (+ 0,42° x 100): (0,117 x 2) =+ 180°. 


Die erste Fraktion (156 mg) wurde in Benzin gelost und durch, 
7,6 ¢ Fullererde etwa !/, des Farbstoffs entfernt. Wir erhielten 
so 70 mg reines «-Carotin vom Schmelzp. 174—175° (korr., Ber!) 
und 
[«]29 = (+ 0,77° x 100): (0,108 x 2) =+ 356° (Benzol). 
2,581 mg Subst.: 8,45 mg CO, und 2,40 mg H,0. 
Cap Hs, Ber. C 89,48 H 10,52 
Gef.  ,, 89,30 », 10,41. 
Bei Wiederholung der Adsorption blieb das Drehungsvermégen un- 
verandert: 


[a]&§ = (+ 0,90° x 100): (0,125 x 2) = +- 360° (Benzol). 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir dic 
Uberlassung von Apparaten auch an dieser Stelle den besten 
Dank aus. 
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Uber Beeinflussung der Arginase 
durch Sauerstoff, Kohlenséiure und Zystein. 


Vorléufige Mitteilung. 


Von 


S. Salaskin und L, Solowjew. 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Staatsinstitutes fiir experimentelle Medizin in Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. Juli 1931.) 


Unsere Arbeit tiber die Kinwirkung von Gasen auf den Ab- 
lauf der Harnstoffbildung in Leberautolysaten brachte es mit 
sich, auch die Arginase selbst auf Beeinflussung durch Gase zu 
prifen. Wir verwendeten Hundeleberarginase entweder in Aceton- 
fillung oder in Glycerinauszug. Die Wirkung beurteilten wir an 
der Gehaltsinderung an aktiver Arginase, bezogen auf 1 cem der 
Losung. Den Arginasegehalt bestimmten wir nach der etwas von 
uns modifizierten Methode von Kdlbacher. Die Versuche wurden 
in gepufferten Lésungen bei px = 9,5 ausgefiihrt. 

In Anlehnung an die Ergebnisse iiber Aktivierung von Gewebs- 
fermenten und insbesondere an die Arbeiten von Grassmann, 
H. Dyckerhoff und O.v. Schoenebeck!) haben wir nicht 
allein Gaseinwirkung (O, und CO,), sondern auch diejenige von 
Zystein geprift. Dabei hat sich folgendes ergeben: 

1. Der Gehalt an aktiver Arginase in Loésung bleibt beim 
Stehen bei 387° im Laufe von 31/, Stunden fast unverindert oder 
verandert sich relativ sehr wenig. 

2. Durchstr6mung soleher Losungen mit CO, hemmit die 
Arginasewirkung in geringem Grade. 

3. Sauerstoffdurchstrémung hemmt die Arginasewirkung 
stiirker. 

4. Sowohl zuerst mit O, und nachfolgend mit CO, durch- 
strémte Lésungen, wie auch umgekehrt zuerst mit CO, und nachher 


1) Diese Z. 186, 183 (1929). 
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mit ©, durchstrémte zeigten verringerten Gehalt an aktiver 
Arginase. Dabei ist es uns nicht gelungen festzustellen, ob Ab- 
inderung der Durchstr6mungsfolge die Gehaltsiinderung — be- 
einflussen kann. 

5. Zusatz von Zystein zur Losung fiihrte zu Ansteigen des 
Gehaltes an aktiver Arginase im Vergleich zur Kontrolle. Auch 
vorher mit O, allein durchstr6émte Losungen oder auch mit CO, 
nachbehandelte Lésungen geben bei Zysteinzusatz Ansteigen des 
Gehaltes an aktiver Arginase. Dagegen blieb Zystein ganz 
wirkungslos, wenn es sauerstoffdurchstrémter Losung zugesetzt 
wurde. 

6. Zystinzusatz hat in allen Versuchen ganzlich versagt. 

Nachstehend geben wir ein Beispiel fiir unsere Versuchs- 
ergebnisse. Man sieht, daB bei Kinwirkung der erwéhnten Gasc 
die Abnahme des Gehaltes an aktiver Arginase von der Durch- 
stromungsdauer abhangt und daB Ansteigen des Gehaltes unter 
Zysteinwirkung nur dann zustande kommt, wenn diese nicht 
zusammenfallt mit Sauerstoffdurchstrémung. 

Da die Arginase durch 0, und CO, gehemmt wird, so miissen 
die Krgebnisse der Zysteinversuche denjenigen gegeniibergestellt 
werden, welche wir mit Durchstr6mung erhalten haben, wenn 
zuerst CO, und nachher O, (8,81), sowie zuerst O, und nachher 
CO, (3,82) zur Kinwirkung kamen. 

Auf Grund dieser Versuche neigen wir zur Annahme, dal dic 
Arginase durch Zystein aktiviert wird und da’ Sauer- 
stoffdurchstrémung diese Aktivierung  verhindert, 
indem Zystein in Zystin ibergeht und dieses gegen 
Arginase indifferent ist. 

Die Frage ist noch in Arbeit und wir wollen nicht ermangeln, 
demniichst das ganze Versuchsmaterial zu verdffentlichen. 


Gehalt an aktiver Arginase in 1 cem. 

















‘e 8 , S- a Y r. Nz y 9 Nz y 10. 
yenemotrnd, | on Zuerst CO,,| Zuerst O., — Os a - 
dauer in ] ,. le CO, | O. . & | Cystein Cystein 
Stunden | "o!é nachher O, jnachher co,| + CO, 4. #, 
0 9,25 | Beginn der Durchstr6émung 
1St. 30M.} 9,20 | 7,63 16,25] Beginn der Durchstrémung 
38t. 30M.| 7,80 | — | — 3,81 3,82 9,9 3,88 
(vorh. 7,63)|(vorh. 6,25) 

















Kine neue Fundstelle des Hydrocarotins. 
Von 


Ottar und Aagot Rygh, Upsala, und Per Laland, Oslo. 


(Der Redaktion zugegangen am V2, Juli 1931.) 


Gelegentlich einer chemischen Untersuchung der antiskorbu- 
tisch wirksamen Stoffe der Citrusfrichte — woriiber wir demnichst 
berichten werden — sind wir verschiedenen Nebenprodukten be- 
cegnet, unter denen sich auch ein sterinéihnilicher Kérper befand. 

Um namlich die zentrifugierten und im Vakuum eingedampften 
iruchtsifte von den anhaftenden 6ligen Stoffen zu befreien, 
haben wir sie vor der Verarbeitung auf antiskorbutische Stoffe 
mehrere Male mit peroxydfreiem Ather ausgeschiittelt. Der Ather 
fiirbt sich hierbei schwach gelb und hinterlaBt beim Abdestillieren 
cine halbfeste Masse aus dunkelgelbem Ol und weiBen Krystallen 
bestehend. Die von dem O1] durch Absaugen und Waschen mit 
Alkohol befreiten Krystalle bestanden hauptsichlich aus Hesperidin. 

Das gelbe Ol liste sich ziemlich leicht in heiBem Alkohol. 
Beim Erkalten schied sich eine dunkelgefirbte Masse ab, die erst 
durch mehrmaliges Behandeln mit Tierkohle in siedender alkoho- 
lischer Lésung farblos wurde. Aus Alkohol umkrystallisiert, bildete 
der Stoff perlmutterglinzende, sich fettig anfiihlende Blattchen 
vom Schmelzp. 187,5°. Er gab die Burchard-Liebermansche 
l‘arbprobe, léste sich in konzentrierter Schwefelsiiure mit rubin- 
roter Farbe auf, die durch Schiitteln mit Chloroform in diesen 
teilweise wberging. Der Stoff war in kaltem Alkohol schwer, in 
heiBem Alkohol verhaltnismiBig leicht Iéslich. In Ather und 
besonders in Chloroform war er sehr leicht léslich. In 90°/,iger 
ulkoholischer Lésung bildete er mit Digitonin eine unlosliche 
Doppelverbindung. Allem Anschein nach lag ein Sterin vor, und 
zwar das Hydroearotin, der Begleiter des Caroting in der Mohr- 
rube!), der schon, auch ohne von Carotin begleitet zu sein, in der 
Angelikawurzel*) und in der Pyretrumwurzel®) aufgefunden wurde. 

1) vy. Euler, Diese Z. 56, 223; Huseman, Liebigs Ann. 117, 207; 
beschke, Ber. chem. Ges. 47, 1853. 

*) Brimmer, Liebigs Ann. 180, 274. 
3) KE. Ott u. A. Behr, Ber. chem. Ges. 60, 2288. 
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Die Analyse stimmt auf die von Huseman (a. a. O.) auf- 
gestellte Formel C,gHs,0. Zur Analyse wurde die Substanz im 
Hochvakuum bei 60° getrocknet. 

1,542 mg lieferten 13,700 mg CO, und 4,63 mg H,O. 


Gef. — 82,199/, C 11,41°/, H 
Ber. fiir C,,H,,O 82,44 ,, 1145 = ,, 


Die Ausbeuten an diesem Stoff waren sehr gering. Aus 
10000 Apfelsinen und Zitronen, die in mehreren Portionen auf- 
vearbeitel wurden, resultierte 1m ganzen etwa em halbes Gramm 
Hydrocarotin. Wahrscheinlich ist auch ein Teil desselben von 
den Tierkohlen absorbiert worden. 

Die gelbe Farbe des beschriebenen Oles riihrte offenbar von 
einem Farbstoff her, und zwar von einem sehr besténdigen. Schon 
Berzelius') hat darauf hingewiesen, dai der gelbe Farbstoff der 
Orangen mit dem Hesperidin derselben im Zusammenhange steht. 
Jedenfalls gelang es uns nicht, in dem gelben Atherextrakt der 
Citrusfrichte Carotin nachzuweisen. Die Menge gewonnenen 
Stoffes war auch zu klein, um eine genauere chemische Unter- 
suchung aussichtsreich erscheinen zu lassen. Interessant erschien 
es uns doch, den gelben Atherextrakt auf ihre Vitamin A-Wirkune 
an Ratten zu priifen, denn es ist ja altbekannt, daB verschiedene 
Orangenextrakte solehe Wirkungen ausiiben. Tatsiichlich konnten 
wir sowohl antixerophthalmische als wachstumsférdernde Wirkung 
des Produktes feststellen. 4 Ratten, die in gewéhnlicher Weise 
(B.D.H. Vitaminfreie Diaét mit Zusatz von Hefeextrakt und Vi- 
gantol) vorbereitet waren, an Gewicht verloren und starke Xer- 
ophthalmie aufwiesen, erhielten von dem Produkt tiaglich je 30 7 
in Paraffindl gelést. Binnen einer Woche war die Xerophthalmic 
ausgeheilt. Wihrend 6 Wochen nahmen sie an Gewicht durch- 
schnittlich 60¢ zu. Obschon es uns nicht sehr aussichtsreich 
erschien, das Hydroecarotin in ahnlicher Weise zu untersuchen, 
haben wir es doch an Ratten probieren lassen. Es erwies sich, 
in Dosen von 4/19 y gegeben, als vollig inaktiv. 

Fiir die biologische Untersuchung des Hydrocarotins sind wir 
Herrn Professor Dr. EK. Poulsson, Statens Vitamininstitut Oslo, 
herzlich dankbar. 

Die Untersuchung der antiskorbutischen Stoffe erlaubt es 
uns zur Zeit nicht, diese Nebenprodukte weiter zu studieren. Wir 
haben deshalb diese vorléufigen [rgebnisse veréffentlicht, weil 
sie vielleicht andere interessieren kOnnten. 


') Vel. Tiemann u. Will, Ber. chem. Ges. 14, 973. 
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Uber ein neues Oxydationsprodukt der Glucose. 
Von 


Burckhardt Helferich und Newell Meade Bigelow. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juli 1931.) 


An die Doppelbindung des Triacetyl-/-methyl-d-glucose- 
enids?) (I) lassen sich nach der von Dimroth aufgefundenen 
Methode*) mit Bleitetracetat 2 Acetvyle anlagern. Die so ent- 
standene krystallme Verbindung (II) kann als ein Derivat emer 
(iluconose aufgefaBt werden, d.i. einer Glucose, deren sekundiires 
Hydroxyl am 5-Kohlenstoffatom zur Carbonylgruppe oxydiert 
ist. Die Kigenschaften der Verbindung entsprechen einem: solchen 
Pont-acetyl-f-methyl-gluconosid (Il): die Substanz reduziert 
wegen ihrer geringen Loslichkeit nur langsam — Fehlingsche 
Losung bei Zimmertemperatur, rasch und stark in der Siedehitze. 
Durch die Oxydation am 5-Kohlenstoffatom ist demnach der 
Pyranring und damit auch die glucosidische Bindung gegen Alkah, 
ja sogar gegen Wasser (siehe unten) sehr empfindlich geworden. 

Die Kmpfindlichkeit gegeniiber Natronlauge, die sich in einer 
starken Gelbfarbung aéufert, ist bei einer [der [sorhamnonose!) 
cntsprechenden| Dicarbonylverbindung ebenfalls zu erwarten. 

Aber die Kinwirkung von Alkali bedingt auch bei Zimmer- 
temperatur offenbar sehr weitgehende Veriéinderung des Molekils. 
So bleibt bei der Behandlung mit Jod und Alkali die Reaktion 
nicht, wie bei anderen Aldosen, bei der Oxydation der Aldehyd- 
vruppe zum Carboxyl stehen.*) Is wird, besonders bei langer 
Dauner des Versuchs, erheblich mehr Jod verbraucht und aus dem 
eaktionsprodukt laBt sich ohne Schwierigkeit eine erhebliche 
Menge von Jodoform — 0,28 Mol. auf 1 Mol. Substanz — isolieren. 

Weiter zeigt das in irgendeiner Form mit Alkali behandelte 
(verseifte) Priparat die Tollenssche Probe auf -uronsiiuren.’) 
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Dementsprechend fiihrten alle auch noch so milden Ver- 
selfungsversuche mit alkalischen Mitteln (Ammoniak, katalytische 
Verseifung mit Natriummethylat) zu keinen definierbaren Pro- 
dukten. Die Verseifung mit verdiinnter waBriger Schwefelséure 
fiihrte zu dem weiter unten beschriebenen, aber noch einfacher 
darstellbaren Tetracetat. 5fach n. Schwefelsiure spaltet, wie in 
eimem besonderen Versuch festgestellt wurde, 2,3,4,6-Tetracety|- 
elucose im Laufe von hoéchstens 24 Stunden zu Glucose. Die 
gleichkonzentrierte Schwefelsiure lést das Pent-acetyl-f-methyl- 
gluconosid rasch zu einer farblosen Fliissigkeit, deren Drehune 
im Laufe von etwa 12 Stunden auf fast 0° abfallt und dann kon- 
stant bleibt. 

Die niéhere Untersuchung des NReaktionsproduktes — steht 
noch aus. 

Chlorwasserstoff in Methanol fiihrt das Pent-acetylgluconosi< 
unter Abspaltung der Acetyle (die sich dabei einigermaBen quanti- 
tativ bestimmen leBen) in ein bisher amorphes Produkt iiber, 
das wegen seines Methoxylgehaltes (etwa 29°/)) wohl als Dimethy]- 
glucosid der Gluconose angesprochen werden kann. Erst dic 
weitere Verfolgung dieser Verseifungsmethode kann die vollstiéndige 
Aufklirung der dabei entstandenen Produkte geben. 

Bei der Darstellung des Pent-acetyl-methyl-gluconosids tritt 
als Nebenprodukt die im folgenden beschriebene ‘Tetracety!- 
verbindung der Gluconose auf. AuBerdem wurde in ganz kleiner 
Menge noch eine weitere, bisher nicht genau definierte, krystalline 
Substanz erhalten. 

Krwihnt sei noch, daB nach Vorversuchen die Anlageruny 
zweier Acetyle an andere Glucosenderivate, z. b. das «-'l'etracety!- 
glucoseen?), auch zu krystallinen Produkten (Hexacetylgluconose ?) 
fulrt. 

Kine teilweise Verseifung des Pent-acetyl--methyl-gluconosid- 
velingt glatt mit Wasser von Zimmertemperatur. Schon nacl) 
$ Stunden Schiitteln ist die Substanz vollstandig in Lésune: 
durch Eindampfen unter vermindertem Druck wird das Ver- 
selfungsprodukt in krystalliner, leicht vollig zu reimigender Form 
erhalten. Die Analyse ergibt, daB eine Acetylgruppe und das 
vlucosidisch gebundene Methyl abgespalten sind. Da von den 
5 Acetylgruppen des Pent-acetats, die am 5-Kohlenstoffatom 
lactolartig gebundene Acetylgruppe sicher am lockersten sitzt, so 
ist ber der EKinwirkung von Wasser zuerst mit ihrer Abspaltuny 
zu rechnen. Das dabei vielleicht imtermediaér auftretende Pro- 
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dukt (III) ist nur noch das Anlagerungsprodukt eines Methy]- 
alkohols an eme Di-carbonylverbindung, nicht mehr ein Acetal 
(Glucosid) und geht daher unter Abspaltung von Methylalkohol 
in die Di-carbonylverbindung, eine T'etracetyl-gluconose (LV) 
liber. 

Die Kigenschaften der Substanz entsprechen vollig dieser 
Formel bzw. den Higenschaften des Pent-acetyl-gluconosids: Die 
‘'etracetyl-gluconose reduziert Fehlingsche Loésung  ziemlich 
rasch und stark schon bei Zimmertemperatur, noch stirker bei 
Siedehitze. Die quantitative Bestimmung ergab, daB die Reduk- 
tion Fehlingscher Lésung in Siedehitze ebenso hoch ist, wie 
wenn erst bei Zimmertemperatur, und dann im Filtrat noch nach- 
triglich ber 100° mit Fehlingscher Losung oxydiert wird. 

Jod in alkalischer Loésung ergibt auch hier die Entstehung 
von Jodoform (qualitative Probe), trotzdem zuniéchst neben dem 
neu gebildeten Keto-carbonyl (im Gegensatz zur Iso-rhamnonose) 
keine Methylgruppe sitzt. Man kann dies vielleicht so erkliren, 
daB [analog dem Ubergang vom Oxymethyl-furfurol in Liivolin- 
siure®)| eme Disproportionierung zwischen der Aldehydgruppe in 
1. Stellung und der Hydroxylgruppe in 6. Stellung eintritt. 

Fir das Auftreten einer -uronsiéiure, in diesem Falle emer 
Ket-uronséure, spricht wieder das positive Ausfallen der ‘ollens- 
schen Probe.*) 

Die Substanz zeigt entsprechend ihrer Formel (kein freies 
Hydroxyl) keine Mutarotation. Mit p-Nitro-phenyl-hydrazin liefert 
sie in der Kalte ein allerdings amorphes Bis-p-nitro-phenyl-hydrazon 
(optisch aktiv, qualitative Probe). Bemerkenswert ist, daB die 
Acetylbestimmung nach Freudenberg zu hoch ausfallt, also fur 
eine Spaltung des Zuckermolekiils selbst unter Entwicklung 
saurer, fliichtiger Bestandteile spricht. 

Dagegen lassen sich die 4 Acetyle durch tropfenweisen 
Zusatz von Natronlauge mit Phenolphthalein als Indicator zur 
wiBrigen Lésung recht genau bestimmen. Hin Kontrollversuch 
mit 2,38,4,6-Tetra-acetyl-glucose erwies die Zulissigkeit dieser 
Methode. 

Aus einer besonders vorsichtigen Verseifung der Tetracetyl- 


gluconose laBt sich — bisher allerdings nur in amorphem und 
schwach gefairbtem, also unreinem Zustand — die freie Gluco- 


nose selbst gewinnen, die, wie zu erwarten, ebenso wie das Tetr- 
acetat, Fehlingsche Lésung schon bei Zimmertemperatur stark 
reduziert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CC, Ls 
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Von ihren Eigenschaften sei hervorgehoben, das sie Fuchsin- 
schweflige Sadure rotet und daB sie beim Kochen mit Séure unter 
vollstindiger Zersetzung ein Destillat liefert, daB ammoniakalische 
Silberlésung sechwach reduziert. In sehr geringer Menge lieB sich 
ein krystallines Bis-p-nitro-phenyl-hydrazon gewinnen. 
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In verschiedener Richtung scheint uns die durch ihre krystal- 
linen Derivate schon recht gut charakterisierte Gluconose von 
Interesse: 

Sie kann aufgefaBt werden als ein neues Oxydations- 
produkt der Glucose. Die Oxydation ist nicht an einem Ende 
des Molekiils eingetreten, sondern im Innern wie bei den in diesem 
Punkt gleichartigen Osonen. Eine derartige Oxydation scheint 
bei der Kmpfindlichkeit des Molekiils zur Spaltung der 
6-Kohlenstoffreihe des Zuckers fiihren zu koénnen, und hat 
daher vielleicht Bedeutung fiir biologische Abbauprozesse der 
Glucose. 

Mit der Oxydation eines Glucosids am 5-Kohlenstoffatom 
ist gleichzeitig eine schon durch Wasser zu bewirkende Spaltbar- 
keit der glucosidisehen Bindung erreicht. Vielleicht ist auf 
diese Weise die Spaltbarkeit von Glucosiden mit Wasserstoff- 
superoxyd zu erkliren, die jiingst auch Winterstein beschrieben 
und zu priparativen Zwecken ausgenutzt hat. Ja, es scheint uns 
nicht ausgeschlossen, daB Oxydationen analoger Art, die eventuell 


') Die Konfiguration am 5-Kohlenstoffatom ist unsicher. 
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durch eine nachtrigliche Reduktion wieder riickgiingig gemacht 
werden, auch bei fermentativen Spaltungsprozessen der Glucoside 
eine Rolle spielen kénnen. 

Anhangsweise sei noch kurz iiber Versuche zur Hydrierung 
von Glucoseeniden folgendes berichtet: 

Schon in einer friiheren Arbeit?) wurde mitgeteilt, da Tri- 
acetyl-f-methyl-d-glucoseenid Wasserstoff unter dem EinfluB 
eines Katalysators glatt aufnimmt. Inzwischen hat dann Freuden- 
berg aus dem Di-acetyl-galactoseen durch Anlagerung von Wasser- 
stoff neben der d-Fucose, auch einen Zucker der 1-Reihe, die 
1-Methylose, isolieren kénnen.*) 

Die Hydrierung von Tri-acetyl-f-methyl-d-glucoseenid fiihrte 
mit Palladium auf Kohle praktisch ausschlieblich zum Tri-acetyl-/- 
methyl-d-iso-rhamnosid.’) Mit Platinmohr in Ather wurde dagegen 
neben dieser Verbindung eine wesentlich stirker linksdrehende 
Substanz isoliert, die vermutlich, wenn auch noch nicht rein, das 
cesuchte 1-Derivat darstellt. 

Die Hydrierung des /-Tetracetyl-glucoseens?) fiihrte bisher 
nur zur /-'Tetracetyl-d-iso-rhamnose, die auch direkt durch Acety- 
lieren der d-Iso-rhamnose hergestellt wurde. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Notgemeinschaft) 
sind wir fiir Unterstiitzung bei dieser Arbeit zu ergebenstem 
Dank verpflichtet. 


Pent-acetyl-S-methyl-gluconosid. (II) 

Zu 5¢ Triacetyl-f-methyl-glucoseenid in 100 cem absolutem 
Benzol wird die genau berechnete Menge trocknes und mdglichst 
essigsdurefreies Bleitetracetat (1 Mol.) hinzugegeben (der Gehalt 
des Priparates an Bleitetracetat ist vorher jodometrisch genau zu 
bestimmen). Das Gemisch wird 45 Minuten auf der Maschine bei 
Zimmertemperatur geschiittelt, dann zur Kliirung von aus- 
seschiedenen Bleisalzen mit 0,2—0,3 ¢ Kohle weitere 5 Minuten 
seschittelt, durch ein mit Tierkohle gedichtetes Filter abgesaugt 
und der Riickstand mit 20 cem absolutem Chloroform nach- 
gewaschen. Die vereinigten Filtrate hinterlassen nach dem 
raschen Verdampfen unter vermindertem Druck (Badtemperatur 30 
bis 35°) eine weiBe, zum groBten Teil krystalline Masse, die zuniichst 
durch Verreiben mit 15 cem Ather gereinigt wird. Das in Ather 


schwer lésliche Produkt — aus der atherischen Mutterlauge kann 
durch Eindampfen und Aufnehmen mit Ather eine weitere kleine 
Menge davon gewonnen werden — ist gegen Feuchtigkeit sehr 


18* 
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empfindlich; durch sofortiges Umkrystallisieren: Auflésen in 
2— Volumteilen absolutem Chloroform, Klairen mit Tierkohle 





und portionsweises Fallen mit 4—6 Volumteilen absolutem Ather, 
erhilt aan die Substanz in farblosen, fiir priparative Zwecke 
genugend reien Nadeln. Fur die Analyse wurde die Substanz 
nochmals aus Ather-Petrolither umkrystallisiert. 

Die Ausbeute schwankt zwischen 3,8 und 4¢, d.1. etwa 
45—60°), der Theorie. Kleimere Versuche hefern eine groBere 
Ausbeute, Versuche mit gréBerem Ansatz eine wesentlich geringere. 

Aus den Mutterlaugen lassen sich noch zwei weitere Sub- 
stanzen gewinnen, In groBerer Menge die weiter unten beschriebene 
‘Tetracetyl-gluconose, in sehr kleiner Menge eine vorléufig noch 
nicht niher untersuchte Substanz. 

Das Pent-acetyl-f-methyl-gluconosid schmilzt bei raschemn 
ltrhitzen von 146—149°, ber langsamem LKrhitzen schon eimige 
Grad friher unter Zersetzung (geringe Draunfirbung). 

4,280 mg Substanz gaben 2,230 mg H,O, 7,540 mg CO,. 

3,251, 3,21] mg Substanz gaben 1,833, 1,719 mg AgJ (Zeisel). 
C,-H.,0,. (420,2) Ber. C 48,55°/, H_ 5,76°/, OCH, 7,38°/, 

CGef. ,, 48,05 », 5,83 = 7,49, 7,07. 

Die Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 


3 x 2,3008/0,1119 « 1,467 x 1 =—85,9°. 
4x 23046 /0,1420 <x 1,464 x 1 =— 85,8°. 





Mutarotation wurde nicht beobachtet. 

Die Substanz reduziert Fehlingsche Lésung schon bei 
Zunmmertemperatur, allerdings nur schr allméhlich, rasch und 
stark in der Siedehitze. 

Die quantitative Bestimmung der Reduktionskraft [8 Minuten 
mit emem UberschuB von Fehlingscher Losung wber freier 
Mlamme gekocht und das Kupfer(1)-oxyd nach Bertrand be- 
stimmt] ergab 00,1497 g, 0,1123 ¢ Substanz: 8,77, 6,44 cem 
0,1550/n-IKKMnO,-Lésung, d. i. (pro Mol Substanz) 8,82, 3,74 Aqui- 
valent Saucrstoff oder etwa 70°/, der Reduktion emer équivalenten 
Menge Glucose (nach derselben Methode und mit den gleichen 
Losungen bestimmt). 

Die Oxydation mit Hypojodit*) wurde in der folgenden Weise 
ausvefihrt: O,1988 ¢ Substanz wurden in 120 ccm Wasser mit 
Q4o Natriumbicarbonat, 10,6 ¢ Natriumearbonat und 40 cen 
O,1022 n-Jodlésung 18 Stunden bis zur Losung geschiittelt. Dic 
Jodfarbe war verschwunden, das ausgeschiedene Jodoform wurde 
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7 quantitativ abfiltriert und gewogen: 0,0519 g, d.i. 0,28 Mol. auf 
e { Mol. Substanz. 
;, Das Pent-acetyl-f-methyl-gluconosid lést sich sehr leicht in 
' Chloroform, ziemlich leicht in Methanol, schwer in Ather und 
y praktisch nicht in Petrolaither. In kaltem Wasser ist es zuniichst 
unloslich, von kochendem Wasser wird es ziemlich rasch zersetzt. 
a Die dabei entstandene Lésung reagiert sauer und reduziert Fehling- 
( sche Lésung schon in der Kiilte stark (siehe unten). 
. Gegen Natronlauge ist die Substanz sehr empfindlich, sie 
; lost sich darin unter Gelbfarbung, die durch Ansiiuern zum Teil 
y wieder riickgingig gemacht werden kann, um so _ vollstindiger, 
je kirzer die EKinwirkung der Natronlauge war; die beim langen 
Stehen oder beim Kochen auftretende Farbung 1iBt sich nicht 
mehr rickgaingig machen. Die dabei zunichst entstehende Sub- 


stanz reduziert Fehlingsche Lésung wesentlich rascher als das 
Ausgangsmaterial; ahnliche Verinderungen werden durch Am- 
imoniak hervorgerufen. 

In 5fach normaler Schwefelsiure geht die Substanz ziemlich 
rasch und ohne Verfirbung in Lésung. Die Drehung dieser Lésung 
ist gering und fallt im Laufe von 30 Stunden auf einen dann 
konstanten, nahe beim Nullpunkt legenden Wert. 








Zeit in Stunden Beobachtete Drehung 
0,87 - 0,489 
1,78 — (),39° 
3,02 0,27° 
5,18 _—- O93" 
1,20 — (),12° 
10,0 0,079 
23,0 0,049 
30,1] 0,029 





Nach dem quantitativen Ausfillen der Schwefelsiure einer 
so behandelten Lésung (mit titriertem Bariumhydroxyd) und Iin- 
dampfen des Filtrates zur Trockne hinterbleibt ein amorpher 
sirup, der gegen Hypojodit fast voéllig bestaéndig ist (nur 5,1°/, 
des Jodverbrauchs, der fiir Oxydation eines Carbonyls zum 
Carboxyl nétig wire), der Fehlingsche Lésung bei Zimmertempe- 
ratur nur schwach und langsam reduziert und bei der Tollen- 
schen Probe auf -uronsiure®) eine positive Reaktion ergibt (braun- 
roter, in Ather léslicher Farbstoff mit blaugriiner Fluorescenz). 
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Tetra-acetyl-gluconose. (IV) 

0,25 ¢ feingepulvertes Pent-acet yl-f-methyl-gluconosid werden 
in 7 cem Wasser 3 Stunden bei Zimmertemperatur auf der Ma- 
schine geschiittelt, die klare, nach [ssigsiure riechende Loésung 
wird im Iixsiecator tuber Chlorealctum und Waliumhydroxyd 
eingedunstet. Der zuniichst sirupdse Ruckstand  krystallisiert 
meist spontan in langen Nadeln im Laufe eines Tages. Nach Auf- 
ldsen in 8 cem wasserfreiem [ssigester und nach vorsichtigem 
Killen mit 7,5 cem Petrolaither erhalt man die Tetra-acetyl-gluco- 
nose — schéne Naidelechen — rein, in einer Ausbeute von 0,13 g, 
d. 1. 65°/) der Theorie. Fir priparative Zwecke wurde die Sub- 
stanz einmal, fiir die Analyse im ganzen 3mal umkrystallisiert. 

Die Substanz schmilzt je nach der Art des Erhitzens— bei 
verschiedenen ‘Temperaturen, offenbar unter Zersetzung: Lang- 
sames Erhitzen im = Schmelzpunktsrdhrchen ergibt 103—106°, 
wihrend die Substanz im Rohrchen, in ein Bad von 115° ein- 
getaucht, nicht sofort schmulzt. 


4,173, 3,949 mg Substanz gaben 7,434, 7,044 mg CO,, 2,139, 1,984 mg H,O 


C,,H,,0O.9 (346,1) ‘Ber. © 48,54°/, H._ 5,23°/, 
Gef. ,, 48,59, 48,65 — ,, 5,7, 5,6. 


Kine quantitativ durchgefiihrte Methoxylbestimmung ergab 
dic Abwesenheit von Methoxyl. 

Die Drehung in Wasser ergab: 
i 2,27 x 1,476 /0,0819 x 1,028 x 1 = — 40,0° 
20 __ 9 65 x 1,6112/0,1052 x 1,024 x 1 = — 39,6°. 


Die Substanz zeigt keine Mutarotation (24 Stunden beobachtet) 

Dieselbe Substanz entsteht als Nebenprodukt bei der Dar- 
stellung des Pent-acetyl-f-methyl-gluconosids (siehe oben); durch 
Kindampfen der gesamten Mutterlaugen, von der Darstellung und 
Remigung dieser Substanz, Schiitteln des Riickstandes mit 
200 cem Wasser bis zur klaren Losung bei Zimmertemperatur 
(10—15 Stunden) und Eimnengen dieser Lésung auf 10—15 cen 
erhilt man zuniichst (bei dem oben angegebenen Ansatz) 0,15 
einer weiben, krystallinen, noch nicht néiher untersuchten Sub- 
stanz (Schmelzp. 88—90°). Das Filtrat von diesen Krystallen 
wird im Exsiceator wher Chlorealctum und Kaliumhydroxyd 
eingedunstet, der Riickstand in 5 ccm absolutem Essigester gelést, 
nach Kliren mit Tierkohle mit 10 cem Petrolaither versetzt und 
langsam eingedunstet. Nach 2maligem Umkrystallisieren erhilt 
man 0,7 g der reinen Tetra-acetyl-gluconose. 
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Die Krystalle der Tetra-acetyl-gluconose zeigen unter dem 
Mikroskop zwischen gekreuzten Nicols ein besonders  prachtiges 
Farbenspiel. Die Substanz hat einen diuBerst bitteren Geschmack. 
Die waBrige Losung der Substanz fairbt Fuchsin-schweflige Saéure 
bei Zimmertemperatur im Laufe von mehreren Stunden, bei 45° 
in ganz kurzer Zeit, rot (beide Male schneller und stirker als eine 
Vergleichsl6sung ohne die Verbindung). 

Die waBrige Losung ist gegen Alkali auBerordentlich emp- 
findlich, schon Natriumbicarbonat bewirkt sofortige Gelbfairbung, 
die beim Anséuern nur teilweise wieder verschwindet. 

Die Substanz reduziert Fehlingsche Loésung sehon— bei 
Zimmertemperatur stark und in ziemlich kurzer Zeit, starker 
noch bei 100°: 

la) 0,0534 ¢ Substanz wurden mit einem UberschuB Fehling- 
scher Losung 15 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt, die 
dabei entstandene Menge Cu(1)-Verbindung in der tiblichen Weise 
nach Bertrand mit Kaliumpermanganat bestimmt: 3,12 cem 
Permanganat (0,1550/n.), d.i. 8,13 Aquivalent Sauerstoff auf 
1 Mol. Substanz oder etwa 55°/, der Reduktionskraft in Glucose 
(molar umgerechnet). 

1b) Das Filtrat von der Cu(1)-Verbindung wurde 3 Minuten 
csekocht, die dabei erneut entstandene Cu(1)-Verbindung wiederum 
nach Bertrand bestimmt: 2,68 cem Permanganat, d. i. 2,7 Aqui- 
valent Og, d.i. etwa 47°/, der Glucose. 

2. 0,0575 g, 0,0829 ¢ Substanz mit einem UberschuB von 
Fehlingscher Lésung 3 Minuten gekocht, ergaben (nach Ber- 
trand mit Kaliumpermanganat) 5,88, 8,88 cem Permanganat, 
d. i. 5,48, 5,75 Aquivalent Sauerstoff, d. i. 98°/), 105°/, der Glucose 
(molar umgerechnet). 

Ein, allerdings amorphes, Tetra-acetyl-gluconose-bis-p-nitro- 
phenyl-hydrazon liBt sich durch Zusammengeben einer Losung 
von 0,06 ¢ des Zuckerderivates in 1,5 cem Wasser mit 0,07 g 
(=1 Mol.) p-Nitro-phenyl-hydrazin in 2 cem EHisessig gewinnen. 
beim Aufbewahren bei Zimmertemperatur schied sich zuniichst 
eine stark gefarbte, Glige Verunreinigung ab; die thberstehende 
liissigkeit wurde abgegossen, portionsweise mit im ganzen 6 ccin 
Wasser das Hydrazon ausgefallt und durch Loésen in Hisessig und 
Ausfallen mit Wasser gereinigt. Hellgelbe, amorphe, feste Substanz, 
die in Methanol starke Linksdrehung zeigt (qualitative Probe). 

3,605, 2,340 mg Substanz gaben 0,425, 0,276 cem N (743 mm, 23°). 


CogH»s01.Ny (616,2 Ber. N 13,63°/, 
Gef. ,, 13,29, 13,34. 
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Die Acetylbestimmung kann auf die folgende Weise aus- 


vefiihrt werden: 0,1303 ¢ Tetracetyl-gluconose in 5 eem Wasser 


und cinem Tropfen Phenolphthaleinlésung werden in_ kleinen 
Portionen (etwa 0,25 Aquivalent) mit 0,2/n-Natronlauge — bei 
Aunmertemperatur versetzt. Die zuniichst auftretende Rot- 
firbung versechwindet ziemlich rasch in dem MaBe, wie die Natron- 
lauge durch abgespaltene Kssigsiure neutralisiert wird. Nach 
Zusatz von 4 Aquivalenten Natronlauge bleibt beim nichsten 


Tropfen die Rotfarbung fiir lange Zeit bestehen. Die folgende 


Tabelle gibt den Verlauf der Verseifung. 





Cesamtmenge Zeit zum Ver- 
schwinden der Alkali- 
com 0,2/n-NaOH Aquivalente NaOH tit in Sekunden 
0,50 0,27 2.0 
1.00 0,53 1,6 
2? O00 1,06 3,0 
2,25 1,20 1.8 
2,70 1.43 2,0 
3.03 1,60 ‘ 3,0 
3.83 2.06 4.8 
130 2,29 3,4 
4.90) 2? 60 5,0 
5,10 » ey 5 | 5,2 
5,78 3,07 5.0 
6,05 3,23 8,5 
6,59 3.50 12,0 
O85 3.64 9.0 
7,18 3,81 55,0 
7.20 3.83 55.0 
7,50 3,99 240,0 
7.60 4,06 5V00.0 





Kin WKontrollversuch mit 0,2446 ¢ 2,5,4,6-Tetracetylglucose 
(durch Aufkochen in 9,4 ecem Wasser gelést und auf Zimmer- 
temperatur abgekthlt) ergab bei der gleichen Behandlung mit 
Natronlauge die Resultate der folgenden Tabelle. 


Gluconose. 


Kine genau gewogene Menge ‘Tetracetvl-gluconose (etwa 
0.15 ¢) wird in 5 cem Wasser durch Zusatz der berechneten Menge 
0,2. n-Natronlauge verseift. Nach 10 Minuten langem Aufbewahren 
hei Zimmertemperatur wird die hellgelbe Lésung mit der be- 
rechneten Menge 0,1/n-Schwefelsiure neutralisiert, dabei hellt 
sich die Farbe erheblich auf, ohne allerdings ganz zu verschwinden. 
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Gesamtmenge Zeit zum Ver- 
i. schwinden der Alkali- 

cem 0,2/n-NaOH Aquivalente NaOH tit in Sekunden 
1,48 0,42 110 
2.81 0,80 150 
4,31 1,23 200 
5,77 1,64 160 
7,30 2,08 200 
8,55 2,44 270 
10,05 2,86 300 
11,52 | 3,28 780 
12,80 3,65 1200 

14,20 4,05 0 





Die Lésung wird wber Calciumchlorid und Kaliumhydroxyd im 
[;xsiceator unter vermindertem Druck eingedunstet, der Riick- 
stand mehrmals mit einigen Kubikzentimetern absolutem Alkohol 
in der Kalte extrahiert, von unléslichem Natriumsulfat abfiltriert 
und die vereinigten Filtrate im Exsiceator zur Trockne verdampft. 
Der zuriickbleibende schwach gelb gefiarbte Sirup ist leicht léslich 
in Wasser, Alkali und Pyridin, in den anderen organischen Losungs- 
mitteln so gut wie unloslich. 

Die Substanz farbt Fuchsin-schweflige Saiure ziemlich rasch. 
lm Garungsrdhrchen mit Hefe ergibt sich keine Gasentwicklung. 
Beim Reduzieren mit Natriumamalgam in sechwach essigsaurer 
Losung wird Wasserstoff aufgenommen. Durch heiBes Alkali 
wird die waBrige Losung der Substanz iiber Gelb und Orange sehr 
rasch schwarz gefirbt. Beim Erhitzen mit 5/n-Schwefelsiure 
tritt rasch Braunfarbung ein, die beim Kochen unter Abscheidung 
kohhger Bestandteile in Schwarz tbergeht. Im Destillat dieses 
Versuches kann in geringer Menge eine Substanz nachgewiesen 
werden, die ammoniakalische Silberlésung (unter Zusatz von 
Natronlauge) reduziert. 

Die Reduktionskraft gegeniiber Fehlingscher Losung wurde 
quantitativ so bestimmt, daB eine genau gewogene Menge Tetr- 
acetvl-gluconose mit Alkali in der oben beschriebenen Weise ver- 
seift wurde und die Lésung nach Neutralisation mit der berechneten 
Menge Schwefelsiure direkt mit Fehlingscher Lésung versetzt 
wurde. 

0,0548 g Tetracetyl-gluconose, nach der Verseifung 15 Stunden 
mit einem UberschuB von Fehlingscher Lésung bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt und das Kupferoxydul nach Bertrand 
bestimmt: 38,37 cem Kaliumpermanganatlésung (0,0995 n.), d. i. 
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2,1 Aquivalent Sauerstoff pro Mol. Substanz oder 37°/, der Re- 
duktionskraft einer équimolekularen Menge von Glucose. 

Das Filtrat von Kupferoxydul 8 Minuten gekocht: 2,85 cen 
Kaliumpermanganatlésung (0,0995 n.), d. i. 1,8 Aquivalent Sauer- 
stoff pro Mol. Substanz oder 32°/, der Reduktionskraft von Glucose. 
Insgesamt (ber Zimmertemperatur und bei Siedehitze) entspriclhit 
die Reduktionskraft etwa 70°/, der Glucose. 

Die nach der Verseifung aus dem Riickstand mit Alkohol oder 
Pyridin extralierte und isolierte Substanz ergab aéhnliche Ne- 
duktionszahlen. 

Kin krystallines Bis-p-nitro-phenyl-hydrazon der Gluconose 
wurde auf folgende Weise dargestellt: 0,15 ¢ der Tetracety1- 
verbindung wurde verseift (siehe oben), die neutralisierte Losune 
(siehe oben) zur T'rockne verdampft, der Riickstand in 2 cem Wasser 
aufgenommen, diese Lésung mit 0,14 ¢ (2 Mol.) p-Nitro-pheny|- 
hvdrazin in 5 cem Kisessig versetzt, nach 10 Minuten die Lésung 
von einer geringen Menge Niederschlag abfiltriert, mit der 3 fachen 
Menge Wasser versetzt und das ausgefallene Hydrazon abgesaust. 
Ausbeute 0,12 g. Kin Teil dieser Substanz wurde durch Umfiillen 
aus Athanol mit Wasser gereinigt und mit Wasser ausgekocht. 
Die heiB filtrierte, mit Tierkohle geklarte Losung ergibt beim Kin- 
dampfen unter vermindertem Druck etwa 10mg kleine gelbe 
Nadelchen, die bei 121—126° schmelzen. Trotzdem die Substanz 
sicher noch nicht rein ist, stimmt die Stickstoffbestimmung doch 
emigermaBen : 

3,924, 3,300 mg Substanz gaben 0,604, 0,510 cem Stickstoff (21°, 747 mm). 

C,H o0.N, (448,2) Ber. N 18,749/)  Gef. N 17,57, 17,63°/). 


Hydrierung von Triacetyl-//-methyl-glucoseenid. 

1. Mit Palladium auf Kohle: 

Kine Lésung von 5g Triacetyl-f-methyl-glucoseenid?) in 
80 cem wiBbrigem Methanol (von 95°/,) wurden in der Schiittelente 
mit Palladiumkatalysator [0,1 g Palladium auf 0,3 g Kohle®)] und 
Wasserstoff bei Zimmertemperatur geschiittelt. Die ziemlich gleich- 
miBig verlaufende Wasserstoffaufnahme war nach 1 Stunde 
beendet (413 cem statt ber. 412 cem). Die Lésung wurde filtriert, 
das Filtrat zur Troeckne verdampft, der Riickstand mehrmals mut 
Methanol aufgenommen, filtriert und wieder verdampft, bis der 
Katalysator auf diese Weise véllig entfernt war. Das so erhaltene 
tohprodukt ist krystallinisch, Schmelzpunkt bei 94—105°, und 
zeigt in absolutem Alkohol die spezifische Drehung 

[a], =—0,97 x 2,8287 /0,1377 x 0,818 x 1 =— 20°. 
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Durch fraktionierte Krystallisation aus  heibem  Ligroin 
(siedep. 80—100°) wurde dieses Rohprodukt in 5 Fraktionen 
zerlegt. Die Fraktionen zeigten alle denselben Schmelzp. 101 bis 
106° und gaben mit Triacetyl-f-methyl-d-iso-rhammnosid’) keine 
Schmelzpunktserniedrigung. Auch die Drehung blieb  praktisch 
dieselbe. 

Ks ist demnach nur das d-Iso-rhamnosederivat ({a@])° =— 20,3°) 
entstanden. 

2. Mit Platinmohr: 

Kine Losung von Triacetyl-f-methyl-glucoseenid in 50 cem 
trocknem Ather wurde bei Zimmertemperatur mit 0,1—0,15 ¢ 
Platinmohr!®) in der Schittelente geschiittelt; die Wasserstoff- 
aufnahme 120 cem statt ber. 123 cem — war nach 10 Stunden 
beendet. Eimdampfen des Filtrats zur Trockne, mehrfaches Auf- 
nehmen mit Ather, Filtrieren und wieder Kindampfen (bis zur Ent- 
fernung des Katalysators) ergab ein krystallisiertes Rohprodukt : 
Schmelzp. 88—96°. Die Drehung dieses Rohproduktes in gewohn- 
lichem Alkohol war 

[a]i° =—1,15 x 1,750/0,0984 x 0,817 x 1 =— 25,1°. 

Durch Umkrystallisieren aus heiBem Methylalkohol wurde 
zunichst 1,0 g¢ reines Triacetyl-$-methyl-d-iso-rhamnosid erhalten. 
Schmelzp. 101—106°, Drehung (in gew6hnlichem Alkohol) 

[a]p>° =—21,9 und — 21,6°.8) 

Die Mutterlauge enthielt ei sehr viel starker drehendes 
Produkt, das durch Eindampfen zur Trockne, Umkrystallisicren 
aus gewOhnlichem Alkohol und nochmaliges HKindampfen dieser 
Mutterlauge zur Trockne, in einer Ausbeute von 0,15 ¢ ein teil- 
weise krystallines Produkt leferte von der Drehung 

(ali? =—2,67 x 2,0118/0,1337 x 0,820 x 1 =— 49,0°. 

Es war demnach neben dem = d-Iso-rhamnosid, allerdings 
hdchstens in einer Ausbeute von 10°/5, noch eine andere Substanz 
entstanden. 





6-Tetra-acetyl-iso-rhamnose. 

1. Aus Triacetyl-f-methyl-d-iso-rhamnosid. 
3g Triacetyl-/-methyl-d-iso-rhamnosid wurden in 10 cem 
absolutem Chloroform bei 17° mit 10 cem einer Auflésung von 
| g Natrium in 50 cem absolutem Methanol katalytisch verseift.!) 
Das so erhaltene /-Methyl-d-iso-rhamnosid wurde durch 2!/,stiin- 
diges Kochen mit 5°/jiger Schwefelsiiure zu Iso-rhamnose ver- 
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seift 8), die Schwefelséiure mit reinem Bariumearbonat vollstindi 
entfernt, das Filtrat von den Bariumsalzen unter vermindertei 
Druck zur Trockne verdampft und der 6lige Riickstand mit 
l5cem [Essigsiureanhydrid und 2g  wasserfreiem Natrium- 
acetat durch 2'/,stiindiges Krhitzen auf dem Wasserbade acetyliert. 
KingieBen des Reaktionsgemisches in 200 cem Eiswasser, Auf- 
nehmen des 6ligen Niederschlages mit Chloroform, Trocknen der 
Chloroformlosung mit Natriumsulfat, Hindampfen der Lésung, 
Ausfaillen mit Petrolather ergaben 1,0 ¢ eines zum groBten Teil 
krystallinen Rohproduktes, das nach 3maligem Umkrystallisieren 
aus Chloroform—Petrolather bei 147° (unkorrigiert), nach Sintern 
von 142° an sechmilzt. Drehung in Chloroform 
h? =+1,24 x 2,558/0,1041 x 1,468 «x 1 =+ 20,7°, 
nach nochmaligem Umkrystallisieren (keine Anderung des Schmelz- 
punktes) 

[a]i? =+1,39 x 2,442/0,1087 x 1,468 x 1 =+ 21,8°. 

2. Aus /-Tetra-acetyl-glucoseen. 

Die Hydrierung von 0,5 g f-Tetra-acetyl-glucoseen?) in 25 cen 
gewOhnlichem Alkohol bei Zimmertemperatur mit Palladium auf 
Kohle (0,1 g¢ Palladium auf 0,3 g¢ Kohle®) war schon nach 
15 Minuten beendet. Das Rohprodukt (0,3 g, Schmelzp. 135. bis 
140°) ergab in absolutem Chloroform: 

[a|i,” =+1,31 x 1,7038/0,0805 « 1,467 x 1 =+18,9°. 

Durch Umkrystallisieren aus wenig hei&em Athylalkoho! 
stieg der Schmelzpunkt auf 141—146° (unkorrigiert), die Drehuny 
in Chloroform auf 

[a]i,° =+1,086 x 2,6059/0,0907 x 1,470 x 1 =+ 20,3°. 

Mit /-Tetra-acetyl-d-iso-rhamnose (siehe die erste Darstellung 
aus Iso-rhamnose) ergab die Substanz keine Schmelzpunkts- 
ermedrigung. 





[a 
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Zur Kenntnis des krystallisierten Follikelhormons 
(Ovarial- oder Brunsthormons). 
Von 


A. Butenandt und G. F. Marrian. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Laboratorium der Universitit Gottingen 
und University College, University of Loudon). 


(Der Redaktion zugegangen am 29. Juli 1931). 


EK. A. Doisy und seine Mitarbeiter haben vor kurzem in 
einer Reihe von Mitteilungen!) itiber die Isolierung einer neuen 
krystallisierten Substanz aus Schwangerenharn berichtet, welche 
iin Brunstversuch an der kastrierten Maus eine gleichartige 
Wirkung entfalten soll, wie das friiher*) isolierte aktive Krystallisat 
..heelin, dem sie eine Formel C,,H,,(OH), zuerteilten.*) Die 
letztere Substanz (Theelin, Progynon, Menformon) wurde etwas 
spiter auch von dem einen‘) von uns und von HK. Laqueur und 
seinen Mitarbeitern®) isoliert; die niéihere Charakterisierung des 
Krystallisates zeigte, daB in ihm ein ungesittigtes Oxyketon der 
Molekularformel C,g,H,,0, vorliegt.®) 

Die nunmehr von E.A.Doisy und seinen Mitarbeitern 
isolierte zweite physiologisch aktive Substanz aus Schwangeren- 
liarn, der sie eine Molekularformel C,,H,,(OH), zuerteilen, ist ohne 
jeden Zweifel identisch mit einem Praparat, daB bereits vor mehr 
als einem Jahre durch den einen von uns‘) erstmalig gewonnen 
und weitgehend charakterisiert worden ist. — Die amerikanischen 
Autoren weisen zwar auf dieses schon bekannte ,,Triol hin, 

1) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 28, 88 (1930); J. of biol. Chem. 91, 
(41—669 u. 791, eingegangen am 2. bzw. 23.Mirz 1931. 

2) KongreBmitteilung August 1929; J. of biol. Chem. 86, 499 (1930); 
57, 357 (1930). 

3) Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. 27, 735 (1930). 

4) Butenandt, KongreBmitteilung Oktober 1928; Naturw. 17, 879 
(1929). . 

5) Dtsch. Med. Wehschr. 1980, 301. 

6) Butenandt, Diese Z. 191, 140, eingegangen am 4. August 1930. 

7) G. F. Marrian, Chemistry a. Industry, 20. Juni 1930; Biochemic. 
J, 24, 1021, eingegangen 1. Juli 1930. 
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glauben aber, lediglich aus einem Untersechied der unkorrigierten 
Schmelzpunkte schlieBen zu diirfen, da’ in ihm ein Gemisch der 
beiden physiologisch aktiven Substanzen vorléige; sie erwahnen 
indessen nicht die bereits vorliegende eingehende Charakteri- 
sierung der Substanz durch physikalische und chemische Daten, 
die Aufstellung der Formel C,gH,,(OH), und die Bereitung eines 
‘T'riacetats, experimentelle Angaben, welche die Identitat des vor- 
liegenden Priiparates mit dem nunmehr von KH. A. Doisy isohierten 
sichern. 

Seitdem uns das Vorliegen eines zweiten wirksamen Krystalli- 
sates im Schwangerenharn bekannt war, haben wir uns mit der 
rage beschiftigt, weleher Art die Beziehungen der beiden 
Stoffe zueinander sind. Ks wurde zuniichst die Vermutung aus- 
vesprochen!), daB das Triol C,gH,,0, durch Behandlung mit 
heiBem Alkali aus dem Krystallisat C,,H,.O, entstanden sei; 
diese Ansicht wurde experimentell widerlegt?), da gezeigt werden 
konnte, dab das Krystallisat C,,H,.O0, mit Alkah nicht zu ver- 
iindern ist. In der gleichen Abhandlung*) wurde erwiesen, dab 
heide Substanzen nebeneinander im Schwangerenharn — vor- 
kommen, und daB in dem Triol C,gH,,0, ein Hydrat des Hormons 
C,,H,,0, vorliegt, da es bei der Behandlung mit Kaliumbisulfat 
im Hochvakuum bei 180° unter Abspaltung von 1 Mol Wasser in 
das Hormon C,gH,,O, iibergefiihrt werden kann.’) 

In den Arbeiten von KE. A. Doisy und seinen Mitarbeitern 
findet sich auch kein ausreichender Hinweis auf diese schon vor 
lingerer Zeit experimentell durchgefiihrte Klérung des vorliegenden 


Problems, sondern es werden Ansichten iiber die Beziehung der 


beiden Krystallisate zueinander diskutiert, welche bereits durch 
unsere Arbeiten widerlegt sind. 


G6ttingen und London, Juli 1931. 

') G. FE. Marrian, Biochemic. J. 24, 1028 (1930). 

2) A. Butenandt, Abh. d. Ges. d. Wissensch. zu Gottingen, math. 
phys. KI. III, Heft 2; eingegangen 15. Dezember 1930. Weidmannsche Buch- 
handlung Berlin 1931. 

3) Vel. auch diese Z. 199, 243—265 (1931). 
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Uber die Disaccharidspaltung durch «-Glucosidase. 
Erwiderung auf die gleichnamige Arbeit von K. Myrbick.’) 


Von 


Rudolf Weidenhagen. 


(Aus dem Institut fir Zuckerindustrie, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Juli 1931.) 


K. Myrback hat auf Veranlassung von [. Virtanen die 
enzymatische Wirksamkeit eines Trockenpriparates von Bact. 
coli I untersucht. Das Ergebnis der Priifung ist mir erst nach 
Mrscheinen der Arbeit bekanntgeworden. Auf meine Bitte ist 
mir das gleiche Trockenpraparat zur Verfiigung gestellt worden. 
lm Gegensatz zu Myrback finde ich den neutralen Phosphat- 
auszug der Trockenbakterien enzymatisch vollig wirkungslos. Hine 
Toluolautolyse zeigte schwache Wirkung auf beide Disaccharide, 
Maltose und Saccharose. In Ubereinstimmung damit wuchs das 
Bakterium sowohl in maltose- als auch in saccharosehaltigem Hefe- 
wasser. Worauf die unterschiedlichen Ergebnisse zuriickzufiihren 
sind, vermag ich nicht zu entscheiden. Jedenfalls wire es einfacher, 
unsere Resultate an der leicht zugiinglichen Hefe nachzupriifen, 
die zudem vom enzymchemischen Standpunkt aus ein wesentlich 
besseres Ausgangsmaterial darstellt als das siéurebildende Coli- 
bakterium. 


1) Diese Z. 198, 196 (1931). 
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E. Haase; E. Abderhalden und K. Heyne; kK. Abderhalden und E. 
Wertheimer; H. Fink und W. Horburger; M. Biirger und W. 
Winterseel; F. G. Fischer und L. Ertel; K. Freudenberg und W. 
Dirscherl; H. Pringsheim; H. Borchardt und Fritz Loew; Chr. 
Bomskoy; W. Stoll; Th. Gassmann. 





Fiir die haufiger zitierten Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen 


Diese Z. == Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American chemical Journal. 

= American Journal of Physiology. 


Amer. chem. J. 
Amer. J. Physiol. 


Arch. f. exper. Path. 
Ber. chem, Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemie. J. 

Bull. Soc. Chim. biol. 
Bull, Soc. chim. 
Chem, Z. 

C. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta. 
J. of Biochem. 

J. of biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 


Landw. Versuchsstat. 


Liebigs Ann. 
Mh. Chem. 
Naturw. 
Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 


Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
selischaft. 

= Berichte tiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

== Biochemische Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de Ja Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt. 

= Comptes Rendus Hebdomaires des Séunces 
de l’Académie des Sciences. 

== Lielvetica Chimica Acta. 

== Journal of Biochemistry. 

= Journal of Biological Clacater. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

= Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere.  - 

== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 
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Die Gliederung des Gelehrten-Kalenders ist die 
gleiche geblieben, die Zahl der Gelehrten wurde 
um etwa 1900 Namen vermehrty so daf jetzt die 
vierte Ausgabe etwa 14000 Namen enthdlt. Der 
Gelehrten-Kalender wird also wieder das wichtige 
Ristzeug fiir die wissenschaftliche Arbeit sein. 
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